Applicazioni Immunocitochimiche nella Citodiagnostica Oncologica Veterinaria by Cesari, Alessandro
Alma Mater Studiorum – Università di Bologna 
 
 
 
DOTTORATO DI RICERCA 
 
DISCIPLINE ANATOMOISTOPATOLOGICHE 
VETERINARIE 
 
Ciclo XXI 
 
Settore scientifico disciplinare di afferenza:  VET/ 03 
 
 
 
APPLICAZIONI IMMUNOCITOCHIMICHE NELLA 
CITODIAGNOSTICA ONCOLOGICA VETERINARIA 
 
 
 
 
 
Presentata da: Dott. Alessandro Cesari 
 
 
 
 
 
Coordinatore Dottorato    Relatore 
 
 
Chiar.mo Prof.      Chiar.mo Prof. 
Paolo Stefano Marcato     Giuliano Bettini 
__________________     ____________ 
 
 
Esame finale anno 2009 
1 
 
1. INTRODUZIONE 
 
La citologia è uno strumento diagnostico comunemente utilizzato nella pratica 
clinica dei piccoli animali e consente, tramite una procedura poco invasiva, la 
raccolta di un campione cellulare ed il rapido allestimento di un preparato 
mediante tecniche piuttosto semplici (Meyer, 1996; Meinkoth et al., 2002a). Dal 
punto di vista diagnostico, se comparata all’istologia, la citologia presenta il 
vantaggio di permettere una migliore valutazione della morfologia cellulare dei 
singoli elementi e lo svantaggio di fornire solo informazioni limitate e parziali 
sull’architettura globale del tessuto (Griffith et al., 1984). Dal punto di vista 
pratico, uno dei principali motivi per cui la citologia è così comunemente utilizzata 
nella pratica ambulatoriale è il fatto di dare risultati sufficientemente attendibili in 
tempi brevi (Flens et al., 1990).  
Talvolta però la diagnosi citologica, soprattutto nei casi di neoplasia maligna, non 
può essere raggiunta con i soli criteri citomorfologici. Per esempio la 
classificazione di talune neoplasie può risultare complicata (Flens et al., 1990), 
come per l’istopatologia, nel caso delle neoplasie indifferenziate o nelle metastasi 
provenienti da tumori la cui origine è ignota (De Nicola et al., 1998; Meinkoth et 
al., 2002b). Quando la morfologia è insufficiente per determinare la linea cellulare 
di origine si può ricorrere all’uso di test più specifici come la microscopia 
elettronica, la citochimica, la citometria a flusso, l’immunocitochimica e 
l’immunoistochimica. In questa tesi, nello specifico, si esaminerà la tecnica 
dell’immunocitochimica. 
L’immunocitochimica è uno strumento diagnostico utilizzato ampiamente in 
medicina umana e meno frequentemente in medicina veterinaria, nonostante vari 
autori abbiano dimostrato la sua efficacia anche in questo campo (Barsotti et al., 
2007; Caniatti et al., 1996; Höinghaus et al., 2008, Lara-Garcia et al., 2008; 
Takauji et al., 2007) 
Questa tecnica è ritenuta molto importante per tipizzare i tumori, tuttavia Koss 
(1990), in uno studio condotto su pazienti umani, afferma che “…l’uso di una 
batteria di anticorpi sui preparati citologici è molto costoso e raramente premia lo 
sforzo fatto” e che “…i risultati dell’immunocitochimica variano a seconda del tipo 
di anticorpo testato e delle capacità tecniche del laboratorio, i risultati non sono 
sempre facilmente interpretabili ed il problema delle positività dubbie complica 
ulteriormente l’interpretazione”. Anche altri autori che si occupano di medicina 
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umana (Chess et al., 1986; Flens et al., 1990; Mason et al, 1986) non sono 
entusiasti come lo sono invece i pionieri di questa tecnica (Nadij, 1980). Chess et 
al.(1986) hanno mostrato che solo il 63% delle reazioni positive e l’88% delle 
reazioni negative concorda con la diagnosi citologica; Flens et al. ancora(1990) 
hanno stimato che l’immunocitochimica contribuisce alla diagnosi solo nel 50% 
dei casi ai quali viene applicata. Mitteldorf et al., invece, con un lavoro condotto su 
100 casi citologici prelevati da pazienti umani, ha attestato l’utilità 
dell’immunocitochimica nell’82% dei casi (Mitteldorf et al., 1999). 
Molti autori hanno lavorato con questa tecnica dimostrandone l’attendibilità e 
l’utilità sia nella medicina umana sia in quella veterinaria, applicandola con 
successo a numerosi campi di indagine oltre all’oncologia, spaziando 
dall’ematologia (Harir et al., 2007; Ledieu et al., 2005; Niemann et al., 2007) alla 
neurologia (Jinno et al., 2008; Pavlov et al., 2008; Stanzel et al., 2008), dalla 
microbiologia (Kocks et al., 2005; Perozo et al., 2008; Piattoni et al., 2006) alla 
dermatologia (Hoinghaus et al., 2007). 
 
Ci sono indubbiamente una grande quantità di motivi dietro alle diverse posizioni 
prese dagli autori nei confronti dell’immunocitochimica, tra le quali quelle di 
maggior rilevanza sono: 
1- se comparata all’istologia, il numero dei preparati citologici utilizzabili è 
generalmente limitato e quindi è possibile effettuare solo un certo numero di 
incubazioni con gli anticorpi; 
2- anche se ci sono campioni a sufficienza per incubare tutti gli anticorpi ritenuti 
necessari, non è possibile sapere a priori se nel vetro incubato ci sono le cellule 
diagnostiche fino a che non è già stato colorato e montato; 
3- dato che le cellule nei preparati citologici mantengono la loro forma sferica, le 
positività citoplasmatiche possono mascherare l’organizzazione della cromatina 
all’interno del nucleo rendendone difficile la valutazione; 
4- la sovrapposizione delle cellule nei preparati citologici può rendere difficoltosa 
la lettura dei preparati stessi; 
5- i  campioni possono derivare da diversi siti per cui può essere necessaria una 
differente preparazione, prima dell’applicazione della tecnica, legata al diverso 
contenuto di cellule e proteine; 
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6- la qualità dei risultati dipende moltissimo delle capacità tecniche del 
laboratorio che effettua la colorazione e soprattutto dall’abilità nel campionamento 
di chi effettua il prelievo. 
 
Questo lavoro è teso a descrivere ed a presentare il nostro approccio e la nostra 
esperienza nell’uso delle tecniche immunocitochimiche sui campioni citologici 
prelevati tramite ago-aspirato.  
 
 
1.1 Principi di base per l’applicazione delle metodiche 
immunocitochimiche alla citologia 
 
Spesso i citopatologi cadono nell’errore di applicare le tecniche imparate per 
l’istologia ai campioni citologici (Leong et al., 1999; Leung et al., 1996; 
Suthipintawong et al., 1996; Wilbur, 1993). Sfortunatamente questo salto istologia-
citologia viene effettuato, di volta in volta, senza considerare preventivamente le 
differenze dei due tipi di campione che potrebbero compromettere la corretta 
interpretazione finale del preparato e quindi la diagnosi. Nonostante i vari 
avvertimenti pubblicati sui rischi legati al continuo variare delle tecniche a livello 
intra ed interlaboratorio, alcuni citologi sembrano dimenticare questi consigli nel 
momento in cui si ritrovano sollecitati da un clinico a formulare la diagnosi, spesso 
partendo da una quantità iniziale di campioni veramente esigua (Leong et al., 1999; 
Leung et al., 1996; Suthipintawong et al., 1996; Swanson et al., 2005; Wilbur, 
1993). Generalmente il risultato di questo modus operandi è la produzione di un 
preparato interpretabile solamente in maniera molto soggettiva e difficilmente 
riproducibile (Fowler et al., 2008). 
Il primo errore, abbastanza comune, è quello di utilizzare un nuovo anticorpo non 
standardizzato sfruttando protocolli scritti per l’immunoistochimica ed 
applicandoli ad un campione citologico direttamente, senza tener conto delle 
innumerevoli differenze tra i preparati. Questo tipo di errore è solitamente 
provocato dal fatto che il patologo trova determinate procedure scritte in letteratura 
e decide di applicarle prima di poter notare il piccolo numero di casi sui quali la 
procedura stessa è stata testata. Se il laboratorio che tenta questo tipo di approccio 
non ha a disposizione un pool abbastanza ampio di campioni omogenei (per specie 
e tipo di campione) allora spesso si troverà a lavorare alla cieca, senza possibilità 
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di utilizzare controlli positivi e negativi, e quindi i risultati ottenuti saranno da 
considerare sospetti. Questo aspetto importantissimo viene, in molti lavori, 
trascurato sia nell’abstract che nei materiali e metodi. I controlli dovrebbero essere 
simili al campione da testare e questo può essere uno scoglio non indifferente per il 
laboratorio di immunocitochimica, sia per la difficoltà di reperimento della varietà 
necessaria degli stessi (tipo di campione, specie, fissativi…), sia per la difficoltà di 
reperirne una quantità sufficiente a sostenere il lavoro di routine, sia per il 
problema dello stoccaggio adeguato di tutto questo materiale (Wick et al., 2002). 
Bisogna tener conto infatti che le concentrazioni suggerite dalle ditte che 
producono anticorpi talvolta non sono valutate per l’immunocitochimica, con il 
risultato che possono essere di molto superiori (falsi positivi dovuti all’eccesso di 
anticorpo) o inferiori al necessario (Dalquen et al., 1993). Inoltre, in letteratura, è 
possibile trovare articoli con risultati discordanti su vari argomenti di importanza 
cruciale per il funzionamento delle tecniche immunocitochimiche: esistono lavori 
di medicina umana che indicano come un’errata fissazione dei campioni possa 
inficiare la reazione di taluni anticorpi, come, per esempio quelli utilizzati anti-
recettore per gli estrogeni e l’S110 su campioni fissati in alcool (Brown, 1994) ed 
altri lavori in cui gli autori affermano di essere riusciti ad ottenere la positività di 
questo recettore partendo dalle medesime condizioni di fissazione (Sneige, 2006). 
E’ fondamentale quindi valutare attentamente, al momento dell’approccio alla 
tecnica, anche le differenze tra gli anticorpi prodotti dalle varie ditte e tra le varie 
metodiche utilizzate in ciascun articolo. E’ stato descritto  infatti come più 
anticorpi, sebbene specifici tutti per il medesimo antigene, siano in grado di reagire 
in maniera anche molto differente a seconda del clone di origine. Questo è uno dei 
motivi per cui è bene non acquistare, almeno come primo approccio ad un nuovo 
anticorpo, prodotti prediluiti: nel caso in cui la concentrazione consigliata risulti 
non reattiva o dia positività dubbie sarà sempre possibile testare e trovare una 
diluizione d’uso ottimale (Hsi, 2000; Vilches-Moure et al., 2005). 
E’ noto poi come certe tecniche di fissazione e allestimento risultino migliori per 
ottenere la reazione di determinati anticorpi. Tuttavia, prima di cominciare ad 
operare una diversificazione della tecnica di base, è necessario chiedersi se il 
proprio laboratorio ha i mezzi per sostenere senza problemi un tale carico di 
variabili senza alterare i risultati e, soprattutto, se si ha la possibilità di svolgere un 
numero sufficiente di test per verificare che i risultati rimangano ripetibili. Spesso 
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la risposta corretta a questa domanda dovrebbe essere “probabilmente no” (Fowler 
et al., 2008). 
Un secondo, grosso errore che si tende a commettere è quello di intraprendere 
metodiche di citoinclusione senza averla prima esaminata sufficientemente. La 
citoinclusione è una tecnica che permette di includere in paraffina il materiale 
cellulare prelevato da liquidi di varia natura quale, ad esempio, i versamenti. 
Questa tecnica, sebbene piuttosto datata, ancora oggi gode di grande popolarità tra 
i patologi per varie ragioni, non ultima la possibilità di applicare direttamente le 
metodiche immunoistochimiche su campioni citologici senza la necessità di 
modificare i protocolli per adattarsi al differente tipo di campione. Esistono e sono 
state pubblicate numerose tecniche di preparazione dei citoinclusi tuttavia,  prima 
di implementarle all’interno dei propri protocolli è necessario valutare i risultati 
ottenuti nei lavori con un determinato tipo di citoinclusione e confrontarli con la 
relativa immunoistochimica del caso (Fowler et al., 2008). 
Il terzo errore, forse il più frequente, è quello di ordinare un numero esiguo di 
strisci citologici al chirurgo, il che esita nell’impossibilità di testare nella sua 
interezza il più adeguato pannello di anticorpi o, se necessario, di ripetere una 
determinata prova nel caso i risultati risultino dubbi o poco convincenti. Inoltre 
deve essere chiaro che la diagnosi non può essere ottenuta sulla base della reazione 
positiva di un unico anticorpo: questo atteggiamento non farebbe altro che 
confondere il patologo facendogli avvalorare il sospetto diagnostico iniziale. 
Andrebbero invece sempre valutati anche i risultati negativi, in modo da potersi 
orientare in maniera più corretta all’interno della diagnosi differenziale. Al 
momento della valutazione dei risultati di un test immunocitochimico, sarebbe 
bene tener presenti i “principi di Swanson” (Swanson, 1993): 
 
1. Le analisi immunocitochimiche devono essere valutate all’interno di un 
contesto di diagnosi clinica, istologica o citologica eseguita in maniera 
coscienziosa ed accurata; 
2. Le colorazioni eseguite con singoli anticorpi difficilmente sono in grado di 
fornirci una diagnosi, anche in uno scenario di diagnosi differenziale estremamente 
ridotta; 
3. I pannelli anticorpali non sono, di per loro, specifici per giungere ad una 
determinata diagnosi, tuttavia vari profili anticorpali facilmente riproducibili hanno 
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dimostrato un certa utilità al fine di orientarsi all’interno di diagnosi differenziali 
stilate accuratamente. 
 
In più, quando si accerta la presenza di una grave infiammazione acuta o di necrosi 
eccessiva, durante la lettura dovrebbe essere usata la massima cautela . Varie 
pubblicazioni esprimono pareri discordanti riguardo al valore delle interpretazioni 
ottenibili in queste condizioni (Judkins et al., 1998). 
 
Tabella 1:Vantaggi e svantaggi dei principali metodi di allestimento dei preparati 
citologici 
Metodi di allestimento dei preparati citologici 
Vantaggi Svantaggi 
Striscio da agoaspirato 
• Necessita di pochissimo materiale 
 
• Non son necessari campioni liquidi 
 
 
• Può essere utilizzato materiale 
precedentemente campionato anche per 
altri scopi (non ci sono costi extra per 
allestimenti aggiuntivi) 
• Talvolta gli artefatti legati all’”effetto 
fondo” possono essere notevoli 
• E’ difficile avere abbastanza preparati 
per sottoporre il campione ad un pannello 
anticorpale completo 
• Sono richiesti titoli anticorpi diversi 
dalle altre tecniche 
• Le colorazioni e le contaminazioni 
antecedenti al test immunocitochimica 
possono influenzarne i risultati 
Citospin 
• Utile quando si ha poco materiale a 
disposizione 
• E’ possibile eseguire un pannello 
anticorpale 
• L’artefatto dell’”effetto fondo” è 
praticamente sempre presente 
• Sono richiesti titoli anticorpi diversi 
dalle altre tecniche 
• E’ necessaria un’aliquota di materiale 
liquido sulla quale eseguire la prova 
Citoinclusione 
• I preparati così allestiti possono 
essere trattati direttamente dal laboratorio 
di immunoistochimica (previo utilizzo 
degli adeguati controlli) 
• Il materiale è facilmente stoccabile 
• I campioni poco cellulari non 
possono essere allestiti con questa tecnica 
• La tecnica di citoinclusione che si 
vuole applicare deve essere 
adeguatamente testata prima di venire 
applicata 
 
Oltre alle insidie sopra menzionate, altri fattori tecnici da considerare sono, nel 
caso in cui la scelta per l’allestimento del preparato sia ricaduta su strisci da ago 
aspirato (o su strisci a tecnologia monostrato) e la fissazione sia avvenuta in 
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formalina, se prendere in considerazione o meno la digestione enzimatica o i 
passaggi in microonde per ripristinare l’antigenicità dei campioni che spesso viene 
mascherata dall’azione di questo tipo di fissativo. Recentemente, in medicina 
umana, sono state messe in evidenza una quantità ingente di discrepanze nella 
qualità delle colorazioni e delle interpretazioni dei preparati colorati tramite 
immunocolorazioni, anche semplicemente nel contesto dell’immunoistochimica 
(Dorfman et al., 2006; Fitzgibbons et al., 2006; Jasani , 2006; Layfield et al., 
2003). Anche in medicina veterinaria vari autori sottolineano la necessità di 
adottare delle linee guida comuni (Ramos-Vara et al., 2008). Tutte le difformità 
sopra riportate sono riconducibili a variazioni applicate alle metodiche, a lievi 
differenze tra i prodotti dei fornitori o anche solo all’interno dei singoli lotti di 
prodotto. Tutti questi fattori sembrano avere la tendenza a far equivocare positività 
aspecifiche o colorazioni di fondo attribuendo loro significati ben più importanti 
(falsi positivi). Sarebbe nell’interesse di ogni laboratorio assicurarsi, tramite l’uso 
di controlli o di campioni la cui reattività è ben nota, che le modifiche applicate ai 
propri protocolli non alterino i risultati ottenibili o che complichino la lettura al 
punto da condurre il patologo a diagnosi errate, soprattutto nelle situazioni in cui il 
management clinico del paziente dipenda dall’esito dell’esame eseguito (Fowler et 
al., 2008). 
E’ necessario ricordare inoltre come la diagnosi di benignità o malignità di una 
lesione debba essere raggiunta attraverso l’istologia o la citologia. Attualmente 
infatti non esiste alcun anticorpo in grado di predire correttamente il potenziale di 
malignità nel 100% dei casi. D’altra parte, il valore prognostico aumenta quando si 
procede ad affiancare agli aspetti morfologici citologici ed istologici i markers 
adatti (Fowler et al., 2008). 
Infine, bisogna tenere conto di un ultimo, importantissimo fattore: esistono 
differenze anche notevoli tra i prodotti delle varie ditte produttrici di anticorpo, tra 
i lotti prodotti da una stessa ditta e tra le numerosissime metodiche disponibili per 
le applicazioni immunocitochimiche. 
Tutta questa variabilità può certamente influire sui risultati ottenibili (Fowler et al., 
2008). 
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Tabella 2: Principali cause di “Falsi” nell’applicazione delle metodiche 
immunocitochimiche 
PRINCIPALI CAUSE DI ERRORE NELLE METODICHE 
IMMUNOCITOCHIMICHE 
Falsi Positivi 
-Cellule rotte, degenerate o estese aree di necrosi; 
-Infiammazione acuta che si insinua nella zona di campionamento (i neutrofili 
contengono per ossidasi); 
-Titolo anticorpale troppo alto; 
-Anticorpo non sufficientemente specifico. 
 
Falsi Negativi 
-Problemi tecnici procedurali (errato anticorpo, mancato passaggio nell’applicazione di 
una metodica,…); 
-Errori di fissazione (S100 e recettore per gli estrogeni fissati in etanolo,…); 
-Contaminazione dei preparati da composti inibenti la reazione (formalina post-
fissazione, quantità eccessive di gel da ecografia nel materiale campionato,…); 
-Sensibilità variabile dell’anticorpo (questo tipo di variazioni possono essere notevoli 
passando da ditta a ditta, ma anche da lotto a lotto). 
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2. STANDARDIZZAZIONE DELLA METODICA 
 
Il primo anno di ricerca è stato dedicato alla standardizzazione della tecnica 
immunocitochimica. Durante questo periodo di standardizzazione sono state testate 
molte possibili varianti dei numerosi passaggi obbligati presenti in questa metodica 
al fine di ottenere, una volta applicata alla diagnostica citologica di routine, dei 
preparati che presentino una positività chiara ed indubbia e mantengano al 
contempo le condizioni ideali per la lettura e l’interpretazione del quadro 
patologico rappresentato. 
 
 
2.1 Materiali e Metodi 
 
 
2.1.1 Campioni 
 
Sono stati prelevati, in sede necroscopica, vari campioni di organi e tessuti di cane 
e gatto al fine di allestire dei preparati su cui standardizzare la metodica. 
Tali tessuti e organi provenivano tutti da animali morti da meno di 24 ore. Dagli 
stessi pezzi sono stati allestiti anche preparati istologici, al fine di verificare lo 
stato di conservazione e le eventuali patologie in corso. 
Al fine di standardizzare la metodica per gli anticorpi di uso più comune, sono stati 
campionati dei linfonodi di cane e gatto (sui quali sono stati standardizzati gli 
anticorpi anti-antigene comune mielo-istiocitario, anti-CD18 canino e felino, anti-
CD3, anti-CD45RA, anti-CD79α, anti-lisozima ed anti-vimentina), della cute sana 
di cane (sulla quale sono stati standardizzati gli anticorpi MIB1, anti-telomerasi, 
anti-pancitocheratina, anti-citocheratina 5/6, anti-citocheratina 14 ed anti-EGFR), 
delle mammelle normali e neoplastiche di cagna (sulle quali è stato standardizzato 
l’anticorpo anti-citocheratina 19), dei mastocitomi (sui quali è stato standardizzato 
l’anticorpo anti-CD117), dei carcinomi neuroendocrini (sui quali sono stati 
standardizzati gli anticorpi anti-enolasi specifica neuronale, anti-sinaptofisina ed 
anti-cromogranina), degli emangiosarcomi (sui quali è stato standardizzato 
l’anticorpo anti-fattore VIII della coagulazione) e dei versamenti pleurici (sui quali 
è stato standardizzato l’anticorpo anti-mesotelina). Per confermare le positività 
immunocitochimiche ottenute sono stati campionati, nella stessa sede, anche delle 
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porzioni degli stessi organi e tessuti da sottoporre all’esame immunoistochimico. 
Questi sono stati fissati in formalina, inclusi in paraffina e tagliati in sezioni dello 
spessore di 3µm. Nel caso dei versamenti, il preparato istologico è stato allestito 
dal liquido mediante la tecnica del citoincluso. La tecnica di citoinclusione è stata 
effettuata facendo precipitare le cellule in sospensione del fluido aggiungendo al 
campione dell’etanolo al 95%. Le cellule sono state poi concentrate tramite 
centrifugazione (3500rpm per 10 minuti), ed il pellet è stato fissato in formalina e 
trattato come il materiale per l’istologia. 
   
 
2.1.2 Supporti 
 
I preparati allestiti dai campioni di tessuto prelevati in sede necroscopica sono stati 
approntati su 2 tipi di vetro portaoggetto, uno normale da noi utilizzato 
routinariamente per la citologia (Superfrost, Menzel-Gläser, Braunschweig, 
Germany) ed uno polarizzato (Superfrost Plus, Menzel-Gläser, Braunschweig, 
Germany). 
 
 
2.1.3 Allestimento 
 
Tutti i preparati impiegati in fase di standardizzazione sono stati ottenuti tramite 
impronta del pezzo sul vetrino portaoggetto, striscio da ago aspirato o sedimento. 
 
 
2.1.4 Fissazione 
 
I preparati sono stati lasciati asciugare all’aria per il tempo necessario e poi sono 
stati divisi in 6 gruppi per ciascun campione. Ciascun gruppo è stato testato con un 
diverso fissativo, ad eccezione dell’ultimo, utilizzato come controllo, che non ha 
subito nessun tipo di fissazione. 
I fissativi da noi testati durante la fase di standardizzazione della tecnica sono stati 
(Dalquen et al., 1993, Lung 1990, Flens et al., 1990): 
-uno spray commerciale (Cytofix, BD Biosciences, San Jose, USA) che veniva 
applicato sui preparati tramite spruzzatura del prodotto sul vetrino, 
11 
 
-l’etanolo assoluto a 4°C che veniva applicato tramite immersione (per 10 minuti) 
dei preparati in una vaschetta contenente il fissativo, 
-l’acetone a 4°C che veniva applicato tramite immersione (per 10 minuti) dei 
preparati in una vaschetta contenente il fissativo, 
-il fissativo di Delaunay, ottenuto mescolando 500ml di etanolo al 99%, 500ml di 
acetone ed 1ml di acido tricloroacetico 1M, che veniva applicato tramite 
immersione (per 10 minuti) dei preparati in una vaschetta contenente il fissativo, 
-la formalina (diluita al 10% tamponata con tampone fosfato a pH 7,2), che veniva 
applicata tramite immersione (per 10 minuti) dei preparati in una vaschetta 
contenente il fissativo. 
 
 
2.1.5 Stoccaggio dei campioni 
 
Tutti i vetri allestiti per la standardizzazione della tecnica sono stati stoccati a 4°C 
per un periodo di tempo inferiore alle 24 ore. 
 
 
2.1.6 Inibizione delle perossidasi 
 
Sono state testate 4 tipi diversi di inibizione delle perossidasi: 
-0,3% di perossido di idrogeno in acqua distillata, 
-3% di perossido di idrogeno in acqua distillata, 
-0,3% di perossido di idrogeno in metanolo assoluto, 
-3% di perossido di idrogeno in metanolo assoluto. 
I preparati sono stati immersi nel liquido approntato per l’inibizione ed è stata 
testata l’efficacia delle varie soluzioni per periodi di immersione di 10, 20 e 30 
minuti. 
 
 
2.1.7 Reidratazione dei campioni 
 
Dopo l’inibizione delle perossidasi, si è provveduto ad effettuare un passaggio di 
10 minuti in TRIS prima dell’applicazione dell’anticorpo per ottenere la 
reidratazione del preparato. E’ stata valutata, in questa sede, l’opportunità 
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dell’aggiungere al tampone un solvente quale il Triton X (Sigma, Steinheim, 
Germany) per favorire una più efficace penetrazione dell’anticorpo all’interno 
delle cellule. 
 
 
2.1.8 Smascheramento antigenico  
 
Nessuno dei campioni citologici testati con questa tecnica ha subito di una fase di 
smascheramento antigenico. 
 
 
2.1.9 Pannello anticorpale 
 
Gli anticorpi testati in fase di standardizzazione erano anticorpi commerciali 
monoclonali e policlonali.  
 
Tabella 3: Anticorpi sui quali è stata effettuata la standardizzazione 
Anticorpo Produttore Epitopo riconosciuto 
AE1/AE3 
BA17 
BBS/NC/VI-H14 
D5/16B4 
F7.2.38 
HBME-1 
HM57 
LL002 
MAC387 
MIB-1 
SY38 
V9 
111.6 
44F12 
Anti CD18can 
Anti CD18Fel 
Anti CD45RA 
Anti CD117 
Anti CroA 
Anti FVIII 
Anti LIS 
M
M
M
M
M 
M
M 
M
M
M
M
M
M
M
M 
M 
M 
P 
P
P
P 
DakoCytomation  
DakoCytomation 
DakoCytomation  
Zymed Laboratories 
DakoCytomation 
DakoCytomation  
DakoCytomation 
Thermo Fisher Scientific – Lab Vision Corp. 
DakoCytomation  
DakoCytomation 
DakoCytomation  
DakoCytomation  
Thermo Fisher Scientific – Lab Vision Corp. 
DiaPath 
Dott. Peter Moore – University of California 
Dott. Peter Moore – University of California 
Dott. Peter Moore – University of California 
DakoCytomation 
DakoCytomation 
DakoCytomation 
DakoCytomation 
PanCK 
CK19 
NSE 
CK5/6 
CD3 
MES 
CD79α 
CK14 
MAC 
Ki67 
SYN 
VIM 
EGFR 
NCL-hTERT 
CD18 canino 
CD18 felino 
CD45RA 
CD117 
CroA 
FVIII 
LIS 
M=Monoclonale 
P=Policlonale 
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2.1.10 Metodi di incubazione 
 
Tutti gli anticorpi sono stati testati tramite due tipi diversi di incubazione: 
- Overnight a 4°C; 
- 2 ore a 37°C 
La tecnica di incubazione overnight è stata effettuata ponendo i vetri con 
l’anticorpo primario in frigorifero a 4°C all’interno di una camera umida, mentre 
l’incubazione a 37°C è stata effettuata ponendo la camera umida in una stufa 
termostatata a temperatura costante. 
 
 
2.1.11 Sistema di rivelazione 
 
Dopo l’incubazione dell’anticorpo primario si è proceduto all’utilizzo di un 
sistema di rivelazione di tipo ABC o Biotina-Streptoavidina (Universal 
DakoCytomation LSAB+ System-HRP; DakoCytomation, Glostrup, Denmark) 
composto da un anticorpo secondario policlonale (anti-topo anti-coniglio ed anti-
capra) biotinilato e da un complesso di streptoavidina legato a tre valenze di 
biotina ed a un enzima perossidasi. Entrambi i reagenti sono stati lasciati reagire in 
camera umida per 15 minuti a temperatura ambiente. Come cromogeno è stata 
usata la Diaminobenzidina (DAB), nella quale i preparati sono stati immersi per 10 
minuti, affinché si sviluppasse una reazione cromatica della giusta intensità. 
Tra un passaggio e l’altro sono stati effettuati dei lavaggi in tampone TRIS uso di 2 
minuti. 
 
Figura 1: Sistema di rivelazione ABC (Ramos-Vara, 2005) 
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2.1.12 Colorazione di contrasto e montaggio dei vetrini 
 
Sono state testate 4 differenti colorazioni di contrasto al fine di individuare quella 
che permettesse una valutazione ottimale della positività immunocitochimica e che 
fornisse al contempo la maggior parte dei dati citomorfologici delle cellule 
esaminate. 
Le colorazioni di contrasto sono state applicate tutte al termine della prova 
immunocitochimica, subito prima del montaggio in DPX. 
Sono state impiegate le seguenti colorazioni: 
-Ematossilina di Papanicolau: l’ematossilina di Papanicolau (Merck, 
Darmstadt, Germany) è stata applicata, previa diluizione 1:2, per immersione 
dei vetri in una vaschetta contenente il preparato. L’immersione viene protratta 
per un periodo variabile da 3 secondi ad un paio di minuti: tale variabile 
dipende da quanto tempo è passato dall’allestimento della soluzione che tende 
gradatamente a perdere le sue proprietà coloranti. Tutti i preparati ottenuti 
tramite citoinclusione, seguendo il protocollo previsto per 
l’immunoistochimica, sono stati contrastati esclusivamente con l’ematossilina 
di Papanicolau; 
-Blu di Toluidina: il blu di toluidina (Merck, Darmstadt, Germany) è stato 
applicato, previa diluizione del prodotto allo 0,03%, per immersione dei vetri 
in una vaschetta contenente il preparato per 10 minuti. I vetri vengono quindi 
posti in acqua corrente di fonte fino a quando non viene rimosso l’eccesso di 
colorante, poi subiscono 2 immersioni da 1 minuto in etanolo al 95% e 2 
immersioni da 1 minuto in etanolo al 100%; 
-May Grünwald–Giemsa: la colorazione di May Grünwald–Giemsa (Merck, 
Darmstadt, Germany) è stata eseguita applicando la soluzione May-Grünwald 
per 3 minuti, effettuando un lavaggio con acqua distillata per 1 minuto ed 
infine applicando la soluzione Giemsa diluita ad 1 goccia/cc per 25 minuti; 
- May Grünwald–Giemsa modificato: la colorazione standard di May 
Grünwald–Giemsa è stata da noi modificata per quanto riguarda i tempi di 
applicazione delle soluzioni al fine di ottenere un contrasto più tenue. Le 
modifiche sono state le seguenti: la soluzione May-Grünwald è stata applicata 
per 1 minuto e 20 secondi (invece dei 3 minuti) e la soluzione Giemsa diluita 1 
goccia/cc è stata applicata per 5 minuti (invece dei 25 minuti) 
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Dopo l’applicazione della colorazione di contrasto tutti i vetri sono stati asciugati 
all’aria e si è proceduto al montaggio del vetro coprioggetto con DPX. 
In alcuni preparati si è provveduto ad applicare la colorazione di contrasto prima di 
cominciare la prova immunocitochimica, al fine di osservare se tali colorazioni 
potessero essere in grado di inficiare la reazione anticorpale. 
 
 
2.1.13 Controlli 
 
Al fine di testare l’affidabilità della positività mostrata dalla metodica, gli anticorpi 
sono stati applicati su preparati ritenuti sicuramente positivi all’indagine per gli 
antigeni ricercati e confrontati, quando possibile, con i corrispettivi campioni 
immunoistochimici. 
 
 
2.1.14 Valutazione della positività 
 
La reazione è stata ritenuta positiva nel momento in cui le cellule apparivano 
colorate con un alone di membrana o citoplasmatico da giallo oro a bruno intenso. 
Tutti i risultati sono stati comparati alle valutazioni citologiche iniziali e, dove 
possibile, ai riscontri clinici ed ai risultati dell’istologia e dell’immunoistochimica 
eseguiti su campioni bioptici o autoptici, al fine di decidere in quali casi la 
positività risultasse attendibile ed in quali equivoca. I risultati sono stati valutati 
come attendibili quando confermati dalle diagnosi citologiche, istologiche ed 
immunoistochimiche precedenti e come equivoci nel caso in cui contrastassero con 
quelli forniti dalle altre tecniche. 
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2.2 Risultati 
 
 
2.2.1 Campioni 
 
Al termine della standardizzazione tutti i campioni utilizzati a questo fine sono 
stati ricontrollati con la metodica definitiva producendo le positività attese. 
 
 
2.2.2 Supporti 
 
L’osservazione condotta sui preparati allestiti sui due diversi supporti ha portato 
alla conclusione che i vetri non polarizzati Superfrost (Menzel-Gläser, 
Braunschweig, Germany) risultano più adatti all’applicazione della metodica 
immunocitochimica, riuscendo a trattenere un maggior quantitativo di cellule 
rispetto a quelli polarizzati (Superfrost Plus, Menzel-Gläser, Braunschweig, 
Germany). 
 
 
2.2.3 Allestimento 
 
Per quanto riguarda l’allestimento, non sono state individuate differenze nella 
risposta tra campioni preparati tramite striscio o impronta, tuttavia quest’ultima 
presenta l’indubbio vantaggio di permettere il rapido allestimento di più vetri una 
volta che la lesione da campionare è stata asportata e sezionata. 
 
 
2.2.4 Fissazione 
 
Durante la standardizzazione sono stati analizzati 5 differenti metodi di fissazione. 
Il primo è quello che prevede l’uso di uno spray commerciale (Cytofix, BD 
Biosciences, San Jose, USA). Questo è uno dei metodi di fissazione più comuni 
nella citologia ago-aspirativa, permette un’ottima conservazione della morfologia 
nucleare e previene il dilavamento delle cellule durante la colorazione. 
L’immunoreattività dei campioni così fissati è risultata, tuttavia, essere 
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decisamente flebile rispetto a quella ottenuta tramite altri fissativi. Inoltre, in 
letteratura (Dalquen et al., 1993) è riportato anche che i preparati così fissati 
sembrano perdere, nell’arco di pochi giorni, la loro reattività in maniera parziale o 
totale. Questo fa si che gli spray siano sconsigliabili per il trasporto dei preparati, 
in quanto in grado di rendere i risultati del test poco attendibili. 
Secondo alcuni autori (Dalquen et al., 1993; Judd et al.,1982) l’acetone, l’etanolo e 
le loro miscele sono i metodi di fissazione migliore per gli strisci destinati 
all’immunocitochimica. 
I risultati ottenuti con l’etanolo assoluto a 4°C non sono stati soddisfacenti: 
nonostante la morfologia venga conservata in maniera ottimale, la reattività è 
risultata molto debole rispetto all’acetone puro. 
Anche la miscela di acetone e metanolo (liquido di Delaunay), al momento di 
dimostrare la positività degli strisci, non ha dato risultati soddisfacenti, inoltre 
presenta il problema tecnico di mantenere le giuste proporzioni tra le due 
componenti liquide, cosa non facile perché sia l’acetone sia il metanolo sono 
prodotti estremamente volatili ma con una differente velocità di evaporazione. 
La nostra esperienza ci ha condotti a scegliere l’acetone puro a 4°C in quanto, 
nonostante presenti il notevole svantaggio di danneggiare in maniera apprezzabile 
la morfologia, garantisce una buona reattività dei preparati così fissati. 
Un'altra preparazione che ha offerto buoni risultati è stata la formalina. Si è però 
notata la tendenza dei preparati così fissati a mostrare un eccesso di positività e 
reattività aspecifiche. 
L’ultima osservazione è stata effettuata sui preparati non fissati, da noi così 
preparati al fine di avere sia un controllo negativo interno sulle procedure di 
fissazione, sia un parametro di riferimento per la morfologia. Effettivamente non è 
stata ottenuta nessun tipo di reattività sugli strisci trattati in questo modo. 
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Figura 2: Immunoreattività degli epitopi CD3, antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC) e vimentina (VIM) dopo fissazione con Citofix. Le cellule marcate sono 
linfociti T (CD3) e macrofagi (MAC, VIM) di un linfonodo di cane (Ob. 40x). 
 
Figura 3: Immunoreattività degli epitopi CD3, antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC) e vimentina (VIM) dopo fissazione in etanolo assoluto a 4°C per 10 minuti. 
Le cellule marcate sono linfociti T (CD3) e macrofagi (MAC, VIM) di un 
linfonodo di cane (Ob. 40x). 
 
CD3 VIM MAC 
CD3 VIM MAC 
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Figura 4: Immunoreattività degli epitopi CD3, antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC) e vimentina (VIM) dopo fissazione in acetone a 4°C per 10 minuti. Le 
cellule marcate sono linfociti T (CD3) e macrofagi (MAC, VIM) di un linfonodo di 
cane (Ob. 40x). 
 
Figura 5: Immunoreattività degli epitopi CD3, antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC) e vimentina (VIM) dopo fissazione con fissativo di Delaunay per 10 
minuti. Le cellule marcate sono linfociti T (CD3) e macrofagi (MAC, VIM) di un 
linfonodo di cane (Ob. 40x). 
 
CD3 VIM MAC 
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Figura 6: Immunoreattività degli epitopi CD3, antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC) e vimentina (VIM) dopo fissazione in formalina per 10 minuti. Le cellule 
marcate sono linfociti T (CD3) e macrofagi (MAC, VIM) di un linfonodo di cane 
(Ob. 40x). 
 
 
Figura 7: Immunoreattività degli epitopi CD3, antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC) e vimentina (VIM) dopo fissazione all’aria. Le cellule raffigurate sono 
linfociti T e macrofagi di un linfonodo di cane (Ob. 40x). 
 
CD3 VIM MAC 
CD3 VIM MAC 
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2.2.5 Stoccaggio dei campioni 
 
E’ stato possibile evidenziare come lo stoccaggio dei campioni, per i tempi brevi 
della standardizzazione, non abbia minimamente influito sulla reattività dei 
preparati. 
 
 
2.2.6 Inibizione delle perossidasi 
 
Le prove effettuate per trovare quale tecnica per l’inibizione delle perossidasi fosse 
la più efficace hanno condotto alla scelta dell’inibizione tramite immersione dei 
preparati in metanolo assoluto con l’aggiunta di perossido di idrogeno al 3 %, in 
quanto le soluzioni allo 0,3% di perossido di idrogeno in metanolo e le soluzioni in 
acqua distillata non bloccavano le positività aspecifiche legate alle perossidasi. 
Sono stati individuati come tempo ottimale di immersione 10 minuti, in quanto 
periodi di immersione più lunghi conducevano al dilavamento delle cellule. 
 
 
2.2.7 Reidratazione dei campioni 
 
E’ stato messo in luce, in questo passaggio, che l’aggiunta di un solvente quale il 
Triton X (Sigma, Steinheim, Germany) al fine di favorire una più efficace 
penetrazione dell’anticorpo all’interno delle cellule sia superflua. Dato però che 
l’utilizzo di tale componente risulta estremamente scomodo per via delle sue 
caratteristiche fisiche e della sua pericolosità (irritante e tossico-nocivo) si è optato 
per eliminarlo dal protocollo. 
      
  
2.2.8 Smascheramento antigenico  
 
Nessuno dei campioni allestiti tramite striscio o impronta ha subito una fase di 
smascheramento antigenico. 
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2.2.9 Pannello anticorpale 
 
In fase di standardizzazione è stato possibile ottenere la positività di tutti gli 
anticorpi testati ad eccezione di quelli specifici per i markers nucleari (Ki67 e 
telomerasi). 
In particolare: 
• gli anticorpi per la rivelazione della pancitocheratina, delle citocheratine 5/6, 
14 e 19 hanno dimostrato la presenza di queste molecole mostrando la positività a 
livello di citoplasma delle cellule epiteliali, mentre quello anti-EGFR ha fornito 
una positività di membrana; 
• gli anticorpi anti-CD3, anti-CD45RA e anti-CD79α hanno evidenziato la 
presenza delle porzioni citoplasmatiche di queste molecole di superficie, proprie 
dei linfociti T (CD3) e B (CD79α e CD45RA), nel citoplasma dei linfociti presenti 
nei preparati allestiti da linfonodo; 
• gli anticorpi specifici per l’antigene comune mielo-istiocitario, il lisozima, il 
CD18 canino e felino e la vimentina hanno marcato efficacemente il citoplasma dei 
macrofagi sinusali dei linfonodi; 
• l’enolasi neuronale specifica (NSE), la sinaptofisina (SYN) e la cromogranina 
A (CroA) sono state correttamente evidenziate dai loro anticorpi specifici a livello 
di citoplasma delle cellule di carcinoma neuroendocrino; 
• l’anticorpo anti-CD117 ha marcato il recettore KIT mostrando una positività 
diffusa a livello di citoplasma delle cellule del mastocitoma utilizzato per la 
standardizzazione, positività che è stata poi confermata dall’immunoistochimica; 
• l’anticorpo per la rivelazione del fattore VIII° della coagulazione si è legato 
correttamente alla proteina contenuta nel citoplasma delle cellule di 
emangiosarcoma; 
• l’anticorpo anti-mesotelina ha dimostrato l’espressione di questa proteina nel 
citoplasma delle cellule mesoteliali contenute nei versamenti da noi testati. 
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Tabella 4: Localizzazione della positività degli anticorpi indagati nelle cellule dei 
preparati 
Epitopo specifico Tipo di positività Cellule marcate 
CD3 
CD18 canino 
CD18 felino 
CD45RA 
CD79α 
CD117 
CK5/6 
CK14 
CK19 
CroA 
EGFR 
FVIII 
LIS  
MAC 
MES 
NSE 
PanCK 
SYN 
VIM 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Membrana 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Citoplasmatica 
Linfociti T 
Macrofagi 
Macrofagi 
Linfociti B 
Linfociti B 
Mastociti neoplastici 
Cellule epiteliali 
Cellule epiteliali 
Cellule epiteliali 
Cellule tumorali neuroendocrine 
Cellule epiteliali 
Cellule tumorali di 
emangiosarcoma 
Macrofagi 
Macrofagi 
Cellule mesoteliali 
Cellule tumorali neuroendocrine 
Cellule epiteliali 
Cellule tumorali neuroendocrine 
Macrofagi 
 
 
2.2.10 Metodi di incubazione 
 
I metodi di incubazione testati sono stati quello overnight e quello per 2 ore in 
stufa a 37°C. La tecnica di incubazione overnight ha permesso di ottenere preparati 
di maggior qualità, in quanto i vetri incubati con questa metodica presentano 
generalmente un’aspecificità di fondo totalmente assente o molto meno evidente 
rispetto all’incubazione a 37°C. L’incubazione a 37°C, effettuata in stufa 
termostatata, presenta invece il vantaggio di permettere la lettura dei risultati della 
prova immunocitochimica in giornata, a scapito però della qualità del preparato. 
L’unica eccezione riscontrata a questa regola è stata l’anticorpo anti-EGFR che ha 
dato risultati decisamente migliori quando incubato in stufa. 
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2.2.11 Sistema di rivelazione 
 
Il sistema di rivelazione Biotina-Streptoavidina (Universal DakoCytomation 
LSAB+ System-HRP; DakoCytomation, Glostrup, Denmark), utilizzato 
routinariamente nel nostro laboratorio di immunoistochimica, è risultato efficace 
anche nell’indagine immunocitochimica in quanto le positività dei preparati 
risultavano abbastanza sensibili e specifiche. 
 
 
2.2.12 Colorazione di contrasto e montaggio dei vetrini 
 
Al fine di individuare una colorazione di contrasto che permettesse una valutazione 
ottimale della positività immunocitochimica e che fornisse al contempo la maggior 
parte dei dati citomorfologici delle cellule esaminate., sono state testate 
l’ematossilina di Papanicolau, il Blu di Toluidina il May Grünwald–Giemsa ed un 
May Grünwald–Giemsa modificato. 
L’Ematossilina di Papanicolau non ha mostrato interferenze di alcun tipo al 
momento della lettura del preparato, tuttavia la sua colorazione monocromatica 
presenta il notevole limite di rendere estremamente difficoltoso il riconoscimento 
del tipo cellulare negli strisci in cui il pool di cellule presenti è piuttosto vario. 
Il Blu di Toluidina è stato testato per tentare di svelare la metacromasia nei 
campioni di mastocitoma, tuttavia i tempi di colorazione risultavano estremamente 
lunghi. La tecnica era effettivamente efficace per evidenziare la metacromasia, ma 
poco adeguata per colorare le cellule prive di questa particolare caratteristica. 
I risultati più soddisfacenti sono stati ottenuti con l’applicazione della colorazione 
di May Grünwald – Giemsa che permetteva sia di distinguere in maniera ottimale 
le caratteristiche citologiche sia di evidenziare l’eventuale metacromasia delle 
cellule colorate. Inizialmente la tecnica classica descritta in tutti i protocolli 
citologici di routine presentava lo svantaggio di sovracolorare i citoplasmi 
coprendo così la positività delle cellule reattive, tuttavia è stato possibile metterne 
a punto una versione dai toni meno intensi che ha garantito una corretta lettura ed 
interpretazione dei risultati senza perdere i vantaggi sopra descritti. Tutte le 
colorazioni applicate al termine della procedura immunocitochimica non hanno 
alterato in alcun modo la positività ottenuta. 
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Nei preparati sui quali si era provveduto ad applicare la colorazione di contrasto 
prima di cominciare la prova immunocitochimica si è riusciti ad evidenziare la 
positività delle cellule agli anticorpi testati raddoppiando la concentrazione degli 
anticorpi stessi, tuttavia la positività così ottenuta è risultata apprezzabilmente più 
debole rispetto a quella ottenuta con la sola colorazione di contrasto applicata a 
fine prova. Questo inconveniente potrebbe essere imputabile al fatto che gli epitopi 
vengono parzialmente danneggiati dalla colorazione di contrasto (Dalquen et al., 
1993); il che ci induce a sconsigliare delle valutazioni di tipo qualitativo (es: 
valutazione del KIT pattern) basate su preparati già colorati. 
 
 
2.2.13 Controlli 
Al fine di testare l’affidabilità della positività mostrata dalla metodica, gli anticorpi 
sono stati applicati su preparati ritenuti sicuramente positivi all’indagine per gli 
antigeni ricercati e confrontati, quando possibile, con i corrispettivi campioni 
immunoistochimici. 
Le positività ottenute sono risultate pertinenti sia per il tipo cellulare marcato che 
per la localizzazione all’interno delle cellule. Il confronto con 
l’immunoistochimica ha provveduto a garantire le reazioni testate sui campioni 
neoplastici. 
26 
 
2.3 Discussione 
 
Lo scopo di questa prima fase di standardizzazione era quello di ottenere una 
tecnica immunocitochimica che permettesse di ottenere dei preparati nei quali era 
presente una positività chiara ed indubbia ed al contempo mantenessero le 
condizioni ideali per la lettura e l’interpretazione del quadro patologico 
rappresentato. Per raggiungere questo risultato è stato necessario valutare e 
superare una serie di ostacoli tecnici e procedurali, a partire dal metodo di 
fissazione da applicare ai preparati. 
Dal momento che la fissazione può alterare gli epitopi, i suoi effetti sulla 
immunoreattività dei campioni devono essere testati prima dell’inserimento degli 
anticorpi all’interno di un protocollo diagnostico. Sono pochi gli studi che si sono 
focalizzati su questo aspetto (Dinges et al., 1989; Judd et al., 1982; Li et al., 1987; 
St.-Laurent et al., 2006; Van Ewijk et al., 1983). La maggior parte di queste 
informazioni devono essere estrapolate invece dai materiali e metodi di lavori 
riguardanti specifici quesiti diagnostici. La letteratura suggerisce e propone 
un’ampia gamma di possibili fissativi tuttavia, dopo aver testato sei diverse 
possibili soluzioni, la nostra esperienza ci ha portati a scegliere l’acetone a 4°C 
come fissativo di elezione grazie alla sua maggiore praticità ed alla conservazione 
di una buona reattività del campione. 
Nonostante nell’ambito delle indagini immunoistochimiche esistano e vengano 
applicate svariate tecniche di inibizione delle perossidasi, applicate in maniera 
specifica ad ogni singolo anticorpo, ci si è accorti come nelle nostre prove 
immunocitochimiche la reattività ottimale (degli anticorpi che risultavano reattivi) 
era ottenibile sempre con l’inibizione effettuata in metanolo assoluto con 
l’aggiunta di perossido di idrogeno al 3%. 
Tutti gli anticorpi citoplasmatici testati in questa fase hanno fornito positività 
chiare e pertinenti, mentre invece quelli per gli antigeni nucleari non hanno reagito 
in nessun modo con gli antigeni specifici. Questo fatto potrebbe essere legato ad 
una difficoltà degli anticorpi a superare la membrana nucleare. 
I metodi di incubazione testati sono stati quello overnight e quello per 2 ore in 
stufa a 37°C. La tecnica di incubazione overnight ha permesso di ottenere preparati 
di maggior qualità, in quanto i vetri incubati con questa metodica presentano 
generalmente un’aspecificità di fondo totalmente assente o molto meno evidente 
rispetto all’incubazione a 37°C. Si è supposto che questo fenomeno sia legato ad 
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una eccessiva evaporazione del tampone usato per diluire l’anticorpo ed a una 
conseguente “deposizione” dell’anticorpo stesso sul fondo del vetrino.   
Uno studio di Chess et al. (1986) riporta la presenza di una colorazione di fondo 
nel 20% dei preparati. Nella nostra casistica il problema è stato molto più 
contenuto, probabilmente grazie al sistema di rivelazione di tipo Biotina-
Streptoavidina che è molto specifico. 
L’applicazione della nostra particolare colorazione di contrasto, il May Grünwald–
Giemsa modificato, ha permesso di risolvere in maniera adeguata il problema della 
difficoltà di individuazione delle cellule diagnostiche all’interno di una 
popolazione cellulare mista. Essa infatti è in grado di fornire una grande quantità di 
dettagli nucleari e citoplasmatici, decisamente superiore a quelli forniti 
dall’ematossilina di Papanicolau e dal Blu di Toluidina, senza mascherare o coprire 
la positività ottenuta, come succede utilizzando colorazioni di contrasto dai toni 
più intensi come il May Grünwald–Giemsa normale. 
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2.4 Conclusioni 
 
Al termine del periodo di standardizzazione abbiamo ottenuto una tecnica in grado 
di fornire delle positività chiare e pertinenti agli anticorpi di interesse diagnostico 
da noi testati. Inoltre, grazie alla colorazione di contrasto particolare, i preparati 
ottenuti sono in grado di fornire utili indicazioni citomorfologiche. 
La tecnica da noi ritenuta più efficace è descritta nel seguente protocollo: 
• fissazione per 10 minuti in acetone refrigerato a 4°C;  
• conservazione dei preparati non colorati in frigorifero a 4°C qualora non sia 
possibile procedere immediatamente alla colorazione immunocitochimica; 
• inibizione delle perossidasi endogene per 10 minuti in metanolo con perossido 
di idrogeno al 3%; 
• reidratazione in tampone TRIS per 10 minuti; 
• incubazione overnight a 4°C in camera umida con anticorpo; 
• lavaggio in TRIS (2 minuti); 
• incubazione con anticorpo secondario (IgG antirabbit biotinilato) 15 minuti; 
• lavaggio in TRIS (2 minuti); 
• incubazione in streptoavidina-perossidasi per 15 minuti; 
• lavaggio in TRIS (2 minuti); 
• rivelazione in Diaminobenzidina (DAB) per 10 minuti; 
• lavaggio in TRIS (2 minuti); 
• lavaggio in acqua distillata (2 minuti); 
• colorazione di contrasto con May-Grünwald–Giemsa modificato (soluzione 
May-Grünwald applicata per 1 minuto e 20 secondi, lavaggio in acqua distillata per 
1 minuto, soluzione Giemsa diluita 1 goccia/cc applicata per 5 minuti); 
• montaggio in DPX. 
 
La tecnica immunocitochimica da noi messa a punto fornisce delle risposte in 
maniera molto più rapida della controparte istologica, il che valorizza uno dei 
maggiori punti di forza della citologia, e si adatta particolarmente bene alla 
situazione del laboratorio di immunoistochimica, il che permette di adottarla senza 
grossi sconvolgimenti nella routine del laboratorio stesso. 
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3. APPLICAZIONE DELLA TECNICA IMMUNOCITOCHIMICA AI 
PREPARATI CITOLOGICI 
 
Terminata la standardizzazione della metodica, si è proceduto all’applicazione 
della tecnica alla citologia di routine, in modo da fornire un ausilio immunologico 
a tale tipo di indagine e da aumentarne quindi il potere diagnostico.  
 
 
3.1 Materiali e Metodi 
 
 
3.1.1 Campioni 
 
La tecnica immunocitochimica è stata applicata su 87 preparati citologici prelevati 
da vari organi e tessuti di cani e gatti. 
I prelievi sono stati effettuati sia su animali vivi sia in sede necroscopica, post-
mortem. 
 
 
3.1.2 Allestimento 
 
I preparati che sono stati testati erano stati allestiti tramite i metodi più svariati. 
Oltre agli strisci eseguiti mediante ago-aspirazione e alle impronte ottenute da 
materiale fresco, sono pervenuti anche un campione di coltura cellulare e dei 
versamenti. 
Il materiale del versamento non è normalmente utilizzabile per un allestimento o 
un test immunocitochimico senza effettuare prima alcune tecniche preparatorie: 
• laddove sia presente del liquido poco cellulare, si può procedere a concentrare 
le cellule tramite centrifugazione in modo da ottenere un campione utilizzabile; 
• qualora sia disponibile solo una modica quantità di liquido, la tecnica del 
citospin risulta utile per concentrare le poche cellule in una piccola porzione del 
vetro. La tecnica del citospin è stata da noi effettuata tramite l’impiego di una 
citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon, USA) a 1000rpm per 10 minuti. In letteratura 
è suggerito e descritto l’uso di tale tecnica per recuperare le cellule dall’interno 
dell’ago utilizzato per l’agoaspirazione (Dalquen et al., 1993, Brown et al., 1989; 
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Kung et al., 1990), ma nel nostro laboratorio non si è mai proceduto ad applicarla a 
tal fine. 
 
 
3.1.3 Fissazione 
 
I preparati sono stati lasciati asciugare all’aria per il tempo necessario e poi sono 
stati fissati in acetone a 4°C, che veniva applicato tramite immersione (per 10 
minuti) dei preparati in una vaschetta contenente il fissativo. 
 
 
3.1.4 Stoccaggio dei campioni 
 
Tutti i vetri allestiti per le colorazioni immunocitochimiche sono stati stoccati 
routinariamente a 4°C per un periodo di tempo che è variato da pochi giorni a 8 
mesi. 
 
 
3.1.5 Tecniche preparatorie particolari 
 
Talvolta il materiale inviato non era normalmente utilizzabile per un allestimento o 
un test immunocitochimico senza effettuare prima alcune tecniche preparatorie. 
È stato necessario, ad esempio, quando erano presenti un numero esiguo di 
campioni da testare, ricorrere all’uso di una DakoCytomation Pen 
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) per creare dei circoli di liquido 
idrorepellente sulla superficie del vetro portaoggetto, in modo da poter testare più 
anticorpi su un singolo striscio.  
 
 
3.1.6 Inibizione delle perossidasi 
 
Tutti i preparati analizzati, ad eccezione di quelli allestiti tramite citoinclusione, 
hanno subito un’inibizione delle perossidasi endogene tramite immersione, per 10 
minuti, in metanolo con di perossido di idrogeno al 3%. 
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3.1.7 Reidratazione dei campioni 
 
Dopo l’inibizione delle perossidasi, si è provveduto ad effettuare un passaggio di 
10 minuti in TRIS prima dell’applicazione dell’anticorpo per ottenere la 
reidratazione del preparato.  
 
 
3.1.8 Pannello anticorpale 
 
La maggior parte degli anticorpi utilizzati routinariamente dal nostro laboratorio di 
immunoistochimica ed immunocitochimica sono anticorpi commerciali 
monoclonali e policlonali.  
Gli anticorpi utilizzati nelle nostre indagini immunocitochimiche sono riportati 
nella Tabella 5 
 
Tabella 5: Anticorpi utilizzati nelle indagini immunocitochimiche 
Anticorpo Produttore Epitopo riconosciuto 
AE1/AE3 
BA17 
BBS/NC/VI-H14 
D5/16B4 
F7.2.38 
HBME-1 
HM57 
LL002 
MAC387 
SY38 
V9 
111.6 
Anti CD18can 
Anti CD18Fel 
Anti CD45RA 
Anti CD117 
Anti CroA 
Anti FVIII 
Anti LIS 
M
M
M
M
M 
M
M 
M
M
M
M
M
M 
M 
M 
P 
P
P
P 
DakoCytomation  
DakoCytomation 
DakoCytomation  
Zymed Laboratories 
DakoCytomation 
DakoCytomation  
DakoCytomation 
Thermo Fisher Scientific – Lab Vision Corp. 
DakoCytomation  
DakoCytomation  
DakoCytomation  
Thermo Fisher Scientific – Lab Vision Corp. 
Dott. Peter Moore – University of California 
Dott. Peter Moore – University of California 
Dott. Peter Moore – University of California 
DakoCytomation 
DakoCytomation 
DakoCytomation 
DakoCytomation 
PanCK 
CK19 
NSE 
CK5/6 
CD3 
MES 
CD79α 
CK14 
MAC 
SYN 
VIM 
EGFR 
CD18 canino 
CD18 felino 
CD45RA 
CD117 
CroA 
FVIII 
LIS 
M=Monoclonale 
P=Policlonale 
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Il pannello anticorpale applicato è stato scelto, di volta in volta, in base alle 
indicazioni ed i sospetti del patologo. 
 
 
3.1.9 Metodi di incubazione 
 
Tutti gli anticorpi, ad eccezione del 111.6 (anti-EGFR) sono stati incubati 
overnight a 4°C. L’incubazione è stata effettuata ponendo i vetri con l’anticorpo 
primario in frigorifero all’interno di una camera umida. 
L’anticorpo anti-EGFR è stato incubato invece per 2 ore a 37°C, ponendo la 
camera umida in una stufa termostatata a temperatura costante. 
 
 
3.1.10 Sistema di rivelazione 
 
Dopo l’incubazione dell’anticorpo primario si è proceduto, in tutti i tipi di 
campione, all’utilizzo di un sistema di rivelazione di tipo ABC o Biotina-
Streptoavidina (Universal DakoCytomation LSAB+ System-HRP; 
DakoCytomation, Glostrup, Denmark) composto da un anticorpo secondario 
policlonale (anti-topo anti-coniglio ed anti-capra) biotinilato e da un complesso di 
streptoavidina legato a tre valenze di biotina ed a un enzima perossidasi. Entrambi 
i reagenti sono stati lasciati reagire in camera umida per 15 minuti a temperatura 
ambiente. Come cromogeno è stata usata la Diaminobenzidina (DAB), nella quale i 
preparati sono stati immersi per 10 minuti, affinché si sviluppasse una reazione 
cromatica della giusta intensità. 
Tra tutti questi passaggi sono stati effettuati dei lavaggi di 2 minuti in tampone 
TRIS. 
 
 
3.1.11 Colorazione di contrasto e montaggio dei vetrini 
 
Tutti i preparati sono stati colorati con la colorazione di May Grünwald–Giemsa 
modificata. 
Il protocollo di questa colorazione è così descritto: 
• May Grünwald (tal quale) per 1 minuto e 20 secondi; 
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• Lavaggio con acqua distillata per 1 minuto; 
• Giemsa (diluito in acqua distillata ad una goccia per millilitro) per 5 minuti; 
• Lavaggio con acqua distillata; 
• Asciugatura all’aria 
 
Dopo l’applicazione della colorazione di contrasto si è proceduto al montaggio del 
vetro coprioggetto con DPX. 
 
 
3.1.12 Controlli 
 
Le reazioni immunocitochimiche sono state controllate, dove possibile, tramite 
l’inserimento di controlli positivi interni. Purtroppo non è stato sempre possibile 
avere dei campioni immunoreattivi per tutti gli anticorpi da testare e, oltretutto, 
non è mai stato possibile inserire dei controlli interni (tampone PBS senza 
anticorpo) o dei controlli negativi (inserimento di siero immune non specifico) a 
causa della limitata quantità di campione che veniva inviata per l’analisi. Dove 
possibile, la reattività del campione veniva testata anche tramite l’inserimento, 
all’interno del pannello anticorpale, di alcuni anticorpi la cui positività all’interno 
del campione fosse al di là di ogni possibile dubbio. 
 
 
3.1.13 Valutazione della positività 
 
La reazione è stata ritenuta positiva nel momento in cui le cellule apparivano 
colorate con un alone di membrana o citoplasmatico da giallo oro a bruno intenso. 
Tutti i risultati sono stati comparati alle valutazioni citologiche iniziali e, dove 
possibile, ai riscontri clinici ed ai risultati dell’istologia e dell’immunoistochimica 
eseguiti su campioni bioptici o autoptici, al fine di decidere in quali casi la 
positività risultasse diagnostica, confermativa o equivoca. I risultati sono stati 
valutati come diagnostici nei casi in cui era possibile raggiungere la diagnosi 
esclusivamente attraverso l’immunocitochimica, come confermativi se la tecnica si 
limitava a confermare le diagnosi citologiche o istologiche precedenti e come 
equivoci nel caso in cui contrastassero con quelli forniti dalle altre tecniche. 
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Nel caso dell’applicazione della metodica al fine di valutare dei markers 
prognostici sono stati seguiti i criteri proposti da Kiupel (Kiupel et al., 2004) e 
Webster (Webster et al. 2006) per assegnare i pattern di colorazione. Tali criteri 
sono esposti per esteso nel capitolo dedicato al mastocitoma. 
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3. 2 Risultati 
 
 
3.2.1 Campioni 
 
Tra gennaio 2006 e dicembre 2008 i test immunocitochimici sono stati eseguiti su 
87 degli 893 casi su cui era stato effettuato un campionamento di tipo citologico (il 
9,74%). Il 75,86% dei campioni testati erano stati prelevati tramite agoaspirazione, 
la restante parte era stata ottenuta tramite impronta della lesione sul vetrino o 
centrifugazione, citospin o citoinclusione da un versamento. In un singolo caso era 
pervenuto un preparato da coltura cellulare. 
 
Tabella 6: Campioni utilizzati per i test immunocitochimici 
Campioni n° 
 
Ago aspirato 
Coltura cellulare 
Impronta dalla lesione 
Versamento 
 
66 
1 
11 
9 
 
TOTALE 
 
87 
 
Il test immunocitochimico è stato eseguito su 30 casi al fine di ottenere la 
tipizzazione della lesione neoplastica campionata (34,48% dei casi), su 51 casi per 
rendere possibile la valutazione dell’espressione di alcuni markers prognostici 
(58,62% dei casi), su 5 casi per poter differenziare delle sospette lesioni reattive da 
lesioni neoplastiche (5,75% dei casi) e su un unico caso (1,15%) per valutare il tipo 
di espressione del recettore KIT in una mastocitosi cutanea. 
 
Tabella 7: Indicazioni per l’uso dei test immunocitochimici sui preparati citologici 
Campioni  n° 
 
Distinzione tra tumore e lesione reattiva 
Tipizzazione di un tumore 
Valutazione di markers prognostici 
Altro 
  
 5 
30 
51 
1 
 
TOTALE 
 
87 
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3.2.2 Stoccaggio dei campioni 
 
Tutti i vetri allestiti per le colorazioni immunocitochimiche sono stati stoccati 
routinariamente a 4°C. 
È stato possibile ottenere una reazione positiva chiara dai casi stoccati per un 
periodo di tempo variabile a seconda dell’antigene preso in considerazione: il 
recettore KIT è rimasto immunoreattivo per più di 8 mesi, prima che il campione a 
nostra disposizione si esaurisse, mentre altri antigeni quali le pancitocheratine, le 
citocheratine 5/6, 14 e 19, la vimentina e la mesotelina sono rimaste chiaramente 
dimostrabili nei nostri preparati per circa 6 mesi. 
L’immunoreattività del materiale fissato in acetone è stata dimostrata anche nei 
campioni conservati  a temperatura ambiente per qualche giorno. 
 
 
3.2.3 Tecniche preparatorie particolari 
 
Quando perveniva un numero troppo esiguo di campioni da testare si è ricorso 
all’uso di una DakoCytomation Pen (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) per 
creare dei circoli di liquido idrorepellente sulla superficie del vetro portaoggetto, in 
modo da poter creare delle zone testabili separate tra loro all’interno di un singolo 
striscio. Per quanto utile, questa tecnica preparatoria risulta poco pratica a causa: 
• delle precauzioni che devono essere impiegate per la sicurezza dell’operatore 
che usa la DakoCytomation Pen. Questa infatti ha componenti tossiche e 
cancerogene per contatto ed inalazione, per cui tutto il lavoro deve essere svolto 
sotto cappa utilizzando guanti in nitrile;  
• dei rischi legati ad un uso scorretto della DakoCytomation Pen, che potrebbero 
rendere il campione inutilizzabile; 
• dell’impossibilità di applicare questa metodica su campioni in cui la 
distribuzione delle cellule utili alla diagnosi non sia uniforme. 
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3.2.4 Pannello anticorpale 
 
Il pannello anticorpale applicato è stato scelto, di volta in volta, in base alle 
indicazioni e ai sospetti del patologo. 
Sono state riscontrate 3 indicazioni principali che hanno giustificato l’uso 
dell’immunocitochimica: 
1. Distinzione tra stati reattivi e neoplasie nei casi di versamento pleurico; 
2. Tipizzazione delle neoplasie,  
3. Valutazione dell’espressione di alcuni markers di importante significato 
prognostico e terapeutico tipici di determinate neoplasie: 
a.  CD117 (KIT) nei mastocitomi; 
b.  EGFR nei carcinomi. 
 
L’applicazione dell’immunocitochimica al fine di differenziare gli stati reattivi da 
delle neoplasie è stata richiesta nel momento in cui la citologia evidenziava la 
presenza di atipie in preparati ottenuti da versamento. 
L’immunocitochimica è stata applicata alla tipizzazione dei tumori nel momento in 
cui la diagnosi citologica risultava incerta sull’origine della neoplasia esaminata. 
La rivelazione dei markers a fini prognostici è stata applicata sui mastocitomi (a) e 
sui carcinomi di gatto (b) al fine di dimostrare ed esaminare la presenza e la 
ripartizione dei recettori tirosinchinasici CD117 (KIT) ed EGFR che presentano un 
ruolo importante nella progressione di questi stessi tumori.  
38 
 
Tabella 8: Epitopi valutati nella distinzione tra versamenti di natura reattiva o 
neoplastica; nella tipizzazione delle neoplasie e markers prognostici ricercati 
Indicazione Epitopi ricercati 
Lesione reattiva/Neoplasia 
• Versamenti 
 
CK5/6, CK19, LIS, MAC, MES, 
PanCK, VIM 
Tipizzazione delle neoplasie 
• Carcinoma  
• Carcinoma neuroendocrino 
 
• Disordini istiocitari  
 
• Infiltrazione leucemica mieloide/linfoide 
• Linfoma 
• Sarcoma 
 
CK5/6, CK14, CK19, PanCK,VIM  
CK14, CK19, CroA, NSE, PanCK, 
SYN 
CD3, CD79α, CD117, LIS, MAC, 
MES, PanCK, VIM  
CD3, CD79α, LIS, MAC 
CD3, CD45RA, CD79α 
CD117, FVIII, PanCK, VIM 
Markers prognostici valutati 
• Carcinoma 
• Mastocitoma 
 
EGFR 
CD117 
 
Figura 8: Reattività dell’anticorpo anti-pancitocheratina (PanCK). Reazione 
positiva delle cellule epiteliali di un carcinoma squanocellulare di gatto (+), 
reazione negativa delle cellule appartenenti ad un sarcoma istiocitario di cane (-) e 
confronto con l’istologia dello stesso carcinoma di gatto rappresentato nella prima 
foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
+ - Istologia 
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Figura 9: Reattività dell’anticorpo anti-citocheratina 19 (CK19). Reazione positiva 
delle cellule epiteliali di un adenocarcinoma presenti in un versamento pleurico di 
cane (+), reazione negativa delle cellule appartenenti ad un sarcoma istiocitario di 
cane (-) e confronto con l’istologia, allestita tramite citoincluso, dello stesso 
adecarcinoma di cane rappresentato nella prima foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
Figura 10: Reattività dell’anticorpo anti-enolasi neuronale specifica (NSE). 
Reazione positiva (+) in un carcinoma neuroendocrino di gatto (NSE+, CroA-, 
SYN-) e reazione negativa (-) in un carcinoma neuroendocrino di cane (NSE-, 
CroA+, SYN+) (Ob. 40x). 
 
 
+ - Istologia 
+ - 
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Figura 11: Reattività dell’anticorpo anti-citocheratina 5/6 (CK5/6). Reazione 
positiva delle cellule appartenenti ad un carcinoma delle cellule di transizione (+) e 
reazione negativa delle cellule appartenenti ad un adenocarcinoma prostatico (-) 
(Ob. 40x). 
 
 
Figura 12: Reattività dell’anticorpo anti-CD3. Reazione positiva dei linfociti T  di 
un linfoma di cane (+), reazione negativa dei linfociti B di un linfoma di cane (-) e 
confronto con l’istologia dello stesso linfoma di cane rappresentato nella prima 
foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
 
 
+ - 
+ - Istologia 
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Figura 13: Reattività dell’anticorpo anti-mesotelina (MES). Reazione positiva 
delle cellule mesoteliali presenti in un versamento pleurico di cane (+) e reazione 
negativa delle cellule di un sarcoma istiocitario presenti in un versamento 
pericardico di cane (-) (Ob. 40x). 
 
 
Figura 14: Reattività dell’anticorpo anti-CD79α. Reazione positiva dei linfociti B 
di un linfoma di cane (+),  reazione negativa dei linfociti T di un linfoma di gatto e 
confronto con l’istologia dello stesso linfoma di cane rappresentato nella prima 
foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
 
+ - 
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Figura 15: Reattività dell’anticorpo anti-citocheratina 14 (CK14). Reazione 
positiva delle cellule epiteliali appartenenti ad un adenocarcinoma prostatico di 
cane (+), reazione negativa delle cellule appartenenti ad un sarcoma istiocitario di 
cane (-) e confronto con l’istologia dello stesso carcinoma prostatico di cane 
rappresentato nella prima foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
Figura 16: Reattività dell’anticorpo anti-antigene comune mielo-istiocitario 
(MAC). Reazione positiva dei macrofagi presenti in un versamento pleurico di 
cane (+) e reazione negativa delle cellule appartenenti ad una neoplasia a cellule 
rotonde indifferenziata di cane (-) (Ob. 40x). 
 
 
+ - 
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Figura 17: Reattività dell’anticorpo anti-sinaptofisina (SYN). Reazione positiva 
(+) in un carcinoma neuroendocrino di cane (NSE-, CroA+, SYN+)  e reazione 
negativa (-) in un carcinoma neuroendocrino di gatto (NSE+, CroA-, SYN-) (Ob. 
40x). 
 
Figura 18: Reattività dell’anticorpo anti-vimentina (VIM). Reazione positiva delle 
cellule mesenchimali appartenenti ad un sarcoma di gatto (+), reazione negativa 
delle cellule appartenenti ad un adenocarcinoma prostatico di cane (-) e confronto 
con l’istologia dello stesso sarcoma di gatto rappresentato nella prima foto 
(Istologia) (Ob. 40x). 
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Figura 19: Reattività dell’anticorpo anti-EGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor). Reazione positiva delle cellule epiteliali di un carcinoma 
squamocellulare di gatto (+), reazione negativa delle cellule epiteliali di un 
carcinoma delle tonsille di cane e confronto con l’istologia dello stesso carcinoma 
squamocellulare di gatto rappresentato nella prima foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
Figura 20: Reattività degli anticorpi anti-CD18 canino e felino. Reazioni positive 
delle cellule appartenenti ad un sarcoma istiocitario di cane (CD18 canino +) e dei 
macrofagi presenti in un versamento pleurico di gatto (CD18 felino +) e reazioni 
negative delle cellule appartenenti ad una neoplasia a cellule rotonde di sospetta 
natura istiocitaria di un cane (CD18 canino -) e di un gatto (CD18 felino -) (Ob. 
40x). 
 
 
+ - 
CD18 canino 
CD18 felino 
+ 
CD18 canino 
CD18 felino 
- 
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Figura 21: Reattività dell’anticorpo anti- CD45RA. Reazione positiva dei linfociti 
B di un linfoma di gatto (+), reazione negativa dei linfociti T di un linfoma di gatto 
(-) e confronto con l’istologia dello stesso linfoma di gatto rappresentato nella 
prima foto (Istologia) (Ob. 40x). 
 
Figura 22: Reattività dell’anticorpo anti-CD117. Reazione positiva (KIT pattern 
1) delle cellule di un mastocitoma cutaneo canino (+), reazione negativa delle 
cellule di un mastocitoma cutaneo canino anaplastico e confronto con l’istologia 
dello stesso mastocitoma cutaneo canino rappresentato nella prima foto (Istologia) 
(KIT pattern 1) (Ob. 40x). 
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Figura 23: Reattività dell’anticorpo anti-cromogranina A (CroA). Reazione 
positiva (+) in un carcinoma neuroendocrino di cane (NSE-, CroA+, SYN+)  e 
reazione negativa (-) in un carcinoma neuroendocrino di gatto (NSE+, CroA-, 
SYN-) (Ob. 40x). 
 
Figura 24: Reattività dell’anticorpo anti-fattore VIII della coagulazione (FVIII). 
Reazione positiva delle cellule appartenenti ad un emangiosarcoma di cane (+) e 
reazione negativa delle cellule appartenenti ad un sarcoma di cane (-) (Ob. 40x). 
 
 
 
 
+ - 
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Figura 25: Reattività dell’anticorpo anti-lisozima (LIS). Reazione positiva delle 
cellule appartenenti ad un sarcoma istiocitario (+) e reazione negativa delle cellule 
di una neoplasia a cellule rotonde di sospetta origine istiocitaria (-) (Ob. 40x).  
 
 
Il numero di anticorpi testati per caso è oscillato da 1 (soprattutto per i campioni 
sui quali venivano testati i markers prognostici) a 8 (applicati su un campione di 
sarcoma istiocitario al fine di ottenerne la tipizzazione), con una media di 1,94 
anticorpi applicati per campione. 
 
Tabella 9: Numero di anticorpi applicati per caso 
Anticorpi (n°) Casi (n°) 
 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
 
57 
14 
13 
  4 
  5 
  1 
  1 
  1 
 
TOTALE 
 
96 
 
Tipizzazione delle neoplasie. Nei 30 casi in cui all’immunocitochimica era stata 
richiesta la tipizzazione di una neoplasia, i risultati ottenuti sono stati comparati 
+ - 
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alla diagnosi finale raggiunta attraverso i dati raccolti tramite i rilievi clinici, 
citologici ed istologici (e talvolta autoptici) . I risultati sono risultati diagnostici in 
8 casi (26,67%), confermativi in 11 (36,67%) ed equivoci nei rimanenti 11 
(36,67%). L’efficacia diagnostica è risultata indipendente dal tipo di allestimento.  
 
Tabella 10: Influenza del tipo di allestimento sui risultati della diagnostica 
immunocitochimica nella tipizzazione dei tumori 
 Totale (n°) Diagnostici (n°) Confermativi (n°) Equivoci 
(n°) % 
Ago aspirato 
Impronta 
Coltura 
cellulare 
20 
9 
1 
6 
2 
0 
8 
3 
0 
7 
3 
1 
35% 
33% 
100% 
TOTALE 30 8 11 11 37% 
 
Degli 8 risultati diagnostici, 6 erano stati preparati tramite agoaspirazione e 2 
tramite impronta cellulare. Tre erano linfomi, 2 carcinomi, 1 sarcoma, 1 sarcoma 
istiocitario ed 1 leucemia mieloide. 
Le tipologie tumorali indagate sono state 9 linfomi, 6 sarcomi, 4 carcinomi, 3 
carcinomi neuroendocrini, 1 leucemia mieloide ed 1 sarcoma istiocitario. In 6 
neoplasie, sulle quali la tipizzazione non è andata a buon fine, non è stato possibile 
raggiungere la diagnosi. 
 
Tabella 11: Efficacia diagnostica dell’immunocitochimica nella tipizzazione delle 
neoplasie in 30 casi 
Tumore Totale (n°) Diagnostici (n°) Confermativi 
(n°) 
Equivoci 
(n°) 
Carcinoma 4 2 2 0 
Carcinoma 
neuroendocrino 
3 0 2 1 
Linfoma 9 3 2 4 
Leucemia mieloide 1 1 0 0 
Sarcoma 6 1 5 0 
Sarcoma istiocitario 1 1 0 0 
Altro 6 0 0 6 
TOTALE 30 8 11 11 
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Differenziazione tra lesione reattiva e neoplastica. I 5 campioni per i quali era 
stata richiesta la differenziazione tra lesione reattiva e neoplastica erano stati tutti 
allestiti da versamenti pleurici. In essi si è cercato di valutare la presenza di cellule 
tumorali tramite l’impiego di vari anticorpi. I risultati sono stati equivoci in un 
singolo caso, tuttavia in tutti gli altri l’approfondimento immunocitochimico è 
risultato utile alla diagnosi. 
Le lesioni neoplastiche riscontrate (2 adenocarcinomi ed un mesotelioma) erano 
tutte positive all’anticorpo AE1/AE3 anti-pancitocheratina, tuttavia mentre il caso 
di mesotelioma era positivo anche all’HBME-1 ed al V9 (rispettivamente anti-
mesotelina e anti-vimentina), i due versamenti carcinomatosi rispondevano 
colorandosi con l’anticorpo BA17 anti-CK19, in quanto di origine mammaria. 
Nessuna delle tre lesioni presentava cellule atipiche positive al MAC387. 
La lesione reattiva invece presentava sia cellule anomale positive agli anticorpi 
anti-pancitocheratina,  anti-mesotelina e anti-vimentina, sia cellule anomale 
positive al MAC387. Questo quadro indicava come le atipie riscontrate fossero a 
carico sia delle cellule mesoteliali, sia dei macrofagi, sia delle altre cellule 
infiammatorie e come fossero dovute all’attivazione di queste in risposta ad una 
flogosi del cavo pleurico. 
Il campione il cui risultato è stato valutato equivoco presentava invece delle 
positività dubbie che non ha permesso di giungere alla diagnosi. 
 
Tabella 12: Efficacia della differenziazione immunocitochimica tra lesioni reattive 
e neoplastiche nei preparati da versamento 
 Lesione Reattiva Lesione Neoplastica 
Risultato diagnostico 1 3 
Risultato equivoco 1 0 
 
Valutazione dell’espressione di markers prognostici. Dei 51 campioni la cui 
indicazione principale era la valutazione dell’espressione di markers prognostici, 
49 erano mastocitomi e 2 carcinomi, di cui uno di cane ed uno di gatto. Sui 
mastocitomi è stata saggiata e valutata l’espressione del recettore KIT, mentre sui 
carcinomi è stata valutata l’espressione dell’EGFR. 
Dei 49 mastocitomi, 4 hanno dato risultati equivoci (8,16%). Per quanto riguarda i 
carcinomi, quello di cane è risultato non reattivo. 
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La numerosità dei campioni di mastocitoma a nostra disposizione ci ha permesso 
di approfondire ulteriormente l’argomento della valutazione del recettore KIT. I 
risultati di tale approfondimento sono stati riportati nel capitolo della tesi dedicato 
al mastocitoma. 
 
Altre indicazioni. E’ stato eseguito un test immunocitochimico su un campione di 
mastocitosi cutanea, che è risultato non reattivo a causa di un errore procedurale 
(errata diluizione dell’anticorpo). 
 
Contributo dell’immunocitochimica alla diagnosi citologica di tumore. Dal punto 
di vista della casistica generale, l’immunocitochimica applicata a 83 preparati di 
origine tumorale ha permesso di raggiungere la diagnosi in 10 casi (12,04%), ha 
fornito dati concordanti con una precedente diagnosi citologica o istologica in 58 
casi (69,88%) mentre ha fornito risultati discordanti o fuorvianti da una precedente 
diagnosi in 15 casi (18,08%). 
 
In particolare è risultata diagnostica in 3 casi di carcinoma, 3 casi di linfoma, 1 di 
leucemia mieloide, 1 di mesotelioma, 1 di sarcoma ed 1 di sarcoma istiocita rio. La 
tecnica si è invece limitata a confermare la diagnosi già raggiunta mediante il 
supporto della citologia, dell’istologia o dell’immunoistochimica (quando 
disponibili) in 4 carcinomi, 2 carcinomi neuroendocrini, 2 linfomi, 45 mastocitomi 
e 5 sarcomi. In 15 casi (1 carcinoma neuroendocrino, 4 linfomi e 4 mastocitomi) la 
tecnica ha fornito dei risultati equivoci, in quanto non ha fornito positività per 
nessun anticorpo o ha fornito positività discordanti dalle diagnosi già raggiunte 
mediante le altre tecniche. 
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Tabella 13: Contributo dell’immunocitochimica alla diagnosi citologica di tumore 
Tumore Totale (n°) Diagnostici (n°) Confermativi (n°) Equivoci (n°) 
Carcinoma 7 3 4 0 
Carcinoma 
neuroendocrino 
3 0 2 1 
Linfoma 9 3 2 4 
Leucemia mieloide 1 1 0 0 
Mastocitoma 49 0 45 4 
Mesotelioma 1 1 0 0 
Sarcoma 6 1 5 0 
Sarcoma istiocitario 1 1 0 0 
Altro 6 0 0 6 
TOTALE 83 10 58 15 
 
Sono state indagate le cause di tutti i 17 risultati ritenuti equivoci all’interno della 
nostra casistica (19,54%) e sono state individuate le seguenti: 
- l’assenza di positività di tutti gli anticorpi testati in 7 casi (41,17%), tutti 
appartenenti agli 11 totali della tipizzazione (63,64%). In questi 7 casi non è stato 
possibile capire se l’assenza di positività fosse legata ad errori di esecuzione della 
tecnica o alla scelta di anticorpi non pertinenti. Le neoplasie indagate infatti si 
presentavano citologicamente indifferenziate ed il pannello anticorpale era stato 
scelto sulla base dei sospetti diagnostici derivanti dai riscontri clinici, 
- l’assenza di positività dell’unico anticorpo testato in 3 casi (14,29%), tutti 
appartenenti ai 4 incorsi nella casistica della valutazione del KIT (75%), 
- l’applicazione di anticorpi non pertinenti al tipo di preparato in 2 casi 
(11,76%), tutti appartenenti al gruppo della tipizzazione (18,18%), 
- la quantità insufficiente di cellule diagnostiche sui vetri testati in un caso 
(5,88%), 
- la presenza di errori procedurali incorsi durante lo svolgimento dell’indagine in 
un caso (5,88%), 
- la contaminazione con formalina post fissazione in acetone di un preparato 
(5,88%) appartenente alla casistica dei mastocitomi (25%), 
- la positività degli anticorpi scelti forniva informazioni discordanti che 
impedivano la diagnosi su base immunologica in un caso (5,88%) appartenente al 
gruppo della tipizzazione (9,09%). In particolare, questo caso di neoplasia 
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indifferenziata presentava una positività della stessa popolazione cellulare sia alla 
vimentina che alla pancitocheratina, 
- la positività dubbia degli anticorpi testati impediva la diagnosi in un caso 
(5,88%) appartenente al gruppo della tipizzazione (9,09%). 
 
Tabella 14: Cause dei risultati equivoci 
 Tutte le 
indicazioni 
(n°=87) 
Tipizzazione 
neoplasie 
(n°=30) 
Valutazione 
KIT (n°=51) 
Anticorpi testati sbagliati 
Contaminazione da formalina 
Errore procedurale  
Positività degli anticorpi testati non hanno 
portato alla diagnosi 
Positività dubbia degli anticorpi 
Quantità insufficiente di cellule diagnostiche 
Tutti gli anticorpi testati risultano negativi  
Unico anticorpo testato negativo 
2 
1 
1 
1 
 
1 
1 
7 
3 
2 
0 
0 
1 
 
1 
0 
7 
0 
0 
1 
0 
0 
 
0 
0 
0 
3 
TOTALE 17 11 4 
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3.3 Discussione 
 
Lo scopo di questa fase della nostra ricerca è stato quello di applicare la tecnica 
immunocitochimica da noi standardizzata ai casi citologici che pervenivano alla 
sezione, al fine di valutare i vantaggi diagnostici apportabili alla diagnostica 
citopatologica. 
Gli studi sistematici su pannelli anticorpali ben definiti sono stati poco frequenti, la 
maggior parte del lavoro è stato svolto scegliendo, caso per caso, quali anticorpi 
dovessero comporre il pannello basandosi sulle indicazioni cliniche e citologiche.  
L’immunocitochimica è stata richiesta spesso per altri scopi al di fuori di quello 
diagnostico, ma si è stimato che questa tecnica sia risultata utile a questo fine nel 
80,46% dei casi, una percentuale molto vicina a quella riportata da Mitteldorf et al 
(1999), inoltre l’esperienza accumulata nel corso dei tre anni di ricerca potrebbe 
sicuramente far si che il potere diagnostico di questa tecnica aumenti nel corso del 
tempo, consentendo per esempio di individuare quali siano i panelli anticorpali più 
efficaci da applicare nel momento in cui ci si trovi a dover lavorare su determinate 
diagnosi differenziali oppure creando delle specifiche sempre più chiare ed efficaci 
per i citologi che eseguono il campionamento. 
Le cause dei risultati errati o dubbi sono risultate per lo più collegate a errori di 
fissazione o alla scarsità del materiale cellulare disponibile, soprattutto nei casi che 
ci sono stati conferiti dall’esterno. 
Dal momento che la fissazione può alterare gli epitopi, i suoi effetti sulla 
immunoreattività dei preparati possono compromettere in maniera importante i 
risultati della prova immunocitochimica.  
Quando non vengono rispettati i tempi e le temperature di fissazione le positività 
ottenute o mancanti risultano estremamente difficili da collocare in un contesto 
diagnostico e spesso finiscono per creare più dubbi che fornire risposte. Si evince 
quindi che questa semplice, ma tuttavia cruciale, fase della prova deve essere 
effettuata con la necessaria attenzione del caso, e questa premura deve essere 
trasmessa anche agli operatori esterni che effettuano il campionamento in altre sedi 
e si trovano a dover fissare i campioni prima del trasporto. 
Molte “reazioni anomale” sono legate al fatto che le cellule tumorali non sempre 
seguono le regole della normale crescita e differenziazione (Chess et al., 1986; 
Lozowski et al., 1987). In altri casi le perplessità sorgono al momento della lettura: 
la decisione di quando definire una cellula positiva piuttosto che negativa risulta 
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spesso difficile a causa di una moltitudine di fattori che non sono facilmente 
definibili in ogni singolo caso.  
Come se questo non bastasse, possono subentrare anche fattori tecnici a complicare 
il quadro interpretativo: può accadere ad esempio che, durante la colorazione 
immunocitochimica o l’applicazione del contrasto le cellule diagnostiche vengano 
dilavate (Chess et al.,1986, Dalquen et al., 1993), oppure che le cellule si 
presentino ammassate in grossi cluster, fatto che ostacola o impedisce la 
penetrazione dell’anticorpo (Chess et al., 1986; Dinges et al., 1989; Dalquen et al., 
1993) e quindi compromette la colorazione delle porzioni interne del cluster stesso. 
Un altro inconveniente tecnico che può insorgere è quello della presenza di una 
colorazione di fondo, osservata nello studio di Chess et al. (1986) nel 20% dei 
preparati. Nella nostra casistica il problema è stato molto più contenuto, 
probabilmente grazie all’uso del sistema di rivelazione di tipo Biotina-
Streptoavidina che è molto specifico. Se da una parte la colorazione di fondo può 
essere dovuta a reazioni non specifiche o all’eccessiva concentrazione 
dell’anticorpo, dall’altra bisogna ricordare che potrebbe anche essere una reazione 
specifica verso un antigene fuoriuscito dalla cellule conseguente alla rottura della 
membrana citoplasmatica.  
Alcuni autori (Dalquen et al., 1993) riportano problemi di falsa positività legata 
alla presenza di cellule in degenerazione. La nostra esperienza conferma questo 
tipo di episodio, tuttavia non abbiamo mai incontrato interferenze tanto gravi da 
compromettere la lettura dei preparati. 
Sicuramente più frequente è stata la situazione in cui,  l’intensità della reazione 
immunocitochimica era difficile da determinare a causa del cattivo stato di 
conservazione del citoplasma. Questo disguido  può avvenire soprattutto a causa di 
errori nella fissazione o di contaminazioni da sostanze particolari post-fissazione. 
In particolare ci era pervenuto un caso fissato in acetone che si era contaminato, 
durante il trasporto, con formalina: in questa situazione specifica non è stato 
possibile ottenere alcuna reazione dall’applicazione della nostra tecnica. 
La scomparsa dell’immunoreattività dopo 8-10 giorni di conservazione a 
temperatura ambiente o a 4°C è stata descritta da moltissimi autori per svariati 
antigeni (Banks et al., 1983; Dalquen et al., 1993; Dinges et al., 1989; To et al., 
1981), tuttavia i pochi campioni che abbiamo dovuto conservare per un periodo 
superiore alla settimana hanno reagito benissimo anche dopo svariati mesi. Nello 
specifico, il nostro controllo positivo per l’antigene KIT è risultato perfettamente 
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reattivo anche nell’ultima prova in cui è stato impiegato, a più di 8 mesi 
dall’allestimento dell’impronta, mentre quello utilizzato come controllo positivo 
per la pancitocheratina, le citocheratine 5/6, 14 e 19, la vimentina e la mesotelina 
ha dato una positività chiaramente dimostrabile per circa 6 mesi. Nonostante 
Dinges et al. (1989) e Dalquen et al., (1993) raccomandino, per ottenere risultati 
simili, di mantenere i preparati in metanolo assoluto o in soluzioni ad hoc a -20°C, 
al nostro laboratorio è stato necessario applicare solo la routinaria fissazione in 
acetone a 4°C per 10 minuti e la conservazione in frigo a 4°C fino al momento 
dell’utilizzo. 
L’applicazione della nostra particolare colorazione di contrasto, il May Grünwald–
Giemsa modificato, ha permesso di risolvere in maniera adeguata il problema della 
difficoltà di individuazione delle cellule diagnostiche all’interno di una 
popolazione cellulare mista. Essa fornisce infatti una grande quantità di dettagli 
nucleari e citoplasmatici, semplificando l’identificazione delle varie popolazioni 
cellulari, senza mascherare o coprire la positività ottenuta. 
Una delle situazioni più difficile da interpretare è quella nella quale 
l’immunocitochimica e l’immunoistochimica forniscono risultati discordanti. 
Lozowski et al (1987) riportano di essersi imbattuti in questo problema nel 10% 
dei casi testati in uno studio condotto su pazienti umani. Anche nella nostra 
casistica è stato riscontrato questo fenomeno, soprattutto nella valutazione del 
recettore KIT, nella quale l’interpretazione della positività è anche di tipo 
qualitativo. 
La mancanza di controlli è il secondo fattore, in ordine di importanza, che potrebbe 
inficiare l’attendibilità degli studi immunocitochimici sul materiale citologico. 
Fondamentalmente, le reazioni positive e negative dovrebbero essere controllate 
sia nel caso in cui si stia lavorando sulla citologia, sia nel caso in cui si stia 
lavorando sull’istologia. Le reazioni di falso positivo sono raramente possibili da 
verificare a causa del basso numero di strisci inviati, tuttavia gran parte di esse 
vengono annullate dal procedimento di inibizione delle perossidasi. Le reazioni 
negative dovute all’inattivazione dell’anticorpo possono essere controllate più 
facilmente valutando la positività delle cellule normali sullo striscio o, in altri casi, 
aggiungendo strisci la cui positività è già nota all’interno della prova. La seconda 
opzione è quella più difficile da attuare, ma anche la più efficace in quanto, anche 
se non sempre è possibile avere a disposizione un campione adeguato per il 
confronto, la possibile concomitanza di fattori quali cellule diagnostiche non 
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reattive e cellule di riferimento assenti sullo striscio ci lascia nel dubbio che la 
positività mancata delle cellule di nostro interesse possa essere vera (assenza degli 
epitopi specifici) oppure legata ad errori nell’esecuzione della prova (artefatti). 
Questo problema può essere in parte aggirato inserendo nella stessa prova un 
anticorpo la cui positività, in caso di negatività del primo, sia scontata. 
Inoltre si può inserire all’interno della prova qualche anticorpo in grado di dare una 
positività forte (PanCK, VIM,…) in modo da avere almeno la conferma che non ci 
siano stati errori interni alla prova (Dalquen et al., 1993). In ogni caso è necessario 
ricordare che la diagnosi non dovrebbe mai venir perseguita tramite l’uso di un 
singolo anticorpo (Ghosh et al., 1983, Fowler et al., 2008). 
 
Nella nostra esperienza l’ndagine immunocitochimica è stata impiegata per tre 
scopi principali: la tipizzazione delle neoplasie, la distinzione tra lesione reattiva e 
lesione neoplastica e la valutazione dell’espressione di markers di interesse 
prognostico e terapeutico. 
 
 
3.3.1 Tipizzazione delle neoplasie 
 
Il compito principale dell’immunocitochimica è quello di fornire l’aiuto necessario 
alla citologia per la tipizzazione delle neoplasie. Questo problema si presenta 
abbastanza di frequente sia che ci si trovi a valutare un ago-aspirato, sia che ci si 
trovi a valutare un qualsiasi altro tipo di allestimento citologico. Vari lavori hanno 
attestato il beneficio diagnostico apportato dall’immunocitochimica in questo 
senso (Barsotti et al., 2007; Caniatti et al., 1996; Höinghaus et al., 2008, Mitteldorf 
et al., 1999; Takauji et al., 2007). In particolare, nel caso in cui ci si trovi di fronte 
a tumori rari, questa tecnica diventa un valido sistema di supporto alla diagnosi 
morfologica (Dalquen et al., 1993). 
Nella nostra esperienza, l’indagine immunocitochimica è risultata utile alla 
tipizzazione delle neoplasie testate in circa un terzo dei casi pervenuti. In questi 
casi non solo ha migliorato l’accuratezza diagnostica dell’esame citologico, ma 
talvolta ha anche fornito informazioni addizionali fondamentali al raggiungimento 
della diagnosi stessa. 
Di seguito vengono analizzati i pannelli anticorpali applicati per la tipizzazione 
delle varie neoplasie. 
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I  linfomi hanno rappresentato la principale sfida diagnostica, rappresentando da 
soli il 30% della casistica della tipizzazione. Gli esami immunocitochimici eseguiti 
sui preparati con sospetto di linfoma hanno dato esiti altalenanti. Le performances 
deludenti della tecnica nell’ultimo anno di applicazione a questo tipo di indagine 
tuttavia, sono da implicarsi a dei problemi interni al laboratorio se non addirittura 
all’anticorpo stesso, in quanto anche i risultati immunoistochimici ottenuti in tal 
senso hanno subito un notevolissimo calo di qualità.   
Spesso la diagnosi di linfoma può essere raggiunta semplicemente tramite la lettura 
del solo preparato citologico tuttavia, laddove i casi potevano risultare dubbi o 
border line, l’immunocitochimica ha permesso di raggiungere la sicurezza della 
diagnosi fornendo contemporaneamente anche l’immunofenotipizzazione della 
neoplasia stessa. 
E’ di fondamentale importanza utilizzare, laddove possibile, più anticorpi sul 
preparato, in modo da poter inquadrare in maniera ottimale la situazione. 
Il nostro pannello anticorpale per la diagnosi e la tipizzazione del linfoma è 
costituito da un anticorpo anti-CD3 (F7.2.38), specifico per i linfociti T, uno anti-
CD79α (HM57) ed uno anti-CD45RA, entrambi specifici per i linfociti B. 
L’importanza di avere più anticorpi nel proprio pannello viene evidenziata nel 
momento in cui le positività conducano a risultati contrastanti o a nessun risultato, 
ed aiutano ad collocare in un giusto contesto la negatività di determinati anticorpi 
che la nostra esperienza ha dimostrato meno specifici (ad esempio l’HM57 anti-
CD79α). 
 
Sono stati indagati vari tipi di sarcomi tramite l’applicazione di anticorpi AE1/AE3 
(anti-pancitocheratina) e V9 (anti-vimentina). 
L’anticorpo anti-pancitocheratina è applicato in questo caso nella discriminazione 
diagnostica iniziale, coadiuvata dall’anticorpo anti-vimentina tra neoplasie di 
origine epiteliale o mesenchimale L’anticorpo anti-vimentina conferma l’origine 
mesenchimale e funge da controllo positivo interno. Nei casi in cui era stata 
sospettata una possibile origine del sarcoma dalla parete dei vasi ematici il 
pannello anticorpale era stato integrato con anticorpi anti-fattore VIII° ed anti-
CD117, il primo per confermare il sospetto di emangiosarcoma, il secondo per 
valutare le osservazioni di alcuni autori (Sabattini et al., 2009) che riportano la 
presenza di mastociti ad accompagnare questo tipo di lesione. 
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Il terzo gruppo, in ordine di numerosità di casi, è stato quello dei carcinomi. Gli 
anticorpi testati in questo tipo di tumore sono stati quelli AE1/AE3 (anti-
pancitocheratina), V9 (anti-vimentina), D5/16B4 (anti-citocheratina 5/6), LL002 
(anti-citocheratina 14) e BA17 (anti-citocheratina 19). 
Come sopra descritto per i sarcomi, gli anticorpi anti-pancitocheratina ed anti-
vimentina lavorano in sinergia al fine di dare un inquadramento iniziale della 
neoplasia (se epiteliale, mesenchimale o a componenti miste) e forniscono dei 
controlli interni positivi (AE1/AE3) e negativi (V9). Gli anticorpi specifici per le 
altre citocheratine hanno permesso, in base alle positività riscontrate, di indagare 
più approfonditamente l’origine dei tumore testati: l’anticorpo D5/16B4 (anti-
citocheratina 5/6) marca le cellule dello strato basale e parte di quello spinoso degli 
epiteli squamosi, il LL002 (anti-citocheratina 14)  marca invece gli strati basali 
degli epiteli pluristratificati squamosi e non mentre il BA17 (anti-citocheratina 19) 
è in grado di evidenziare le cellule degli epiteli semplici o pseudo stratificati, ma 
non degli epiteli squamosi. Se quindi un tumore era positivo alla citocheratina 5/6 
ed alla citocheratina 14 era proveniente dallo strato basale di un epitelio squamoso, 
se era positivo solo alla citocheratina 14 proveniva dallo strato basale di un epitelio 
pluristratificato non cheratinizzato mentre se era positivo alla citocheratina 19 
proveniva da un epitelio semplice non cheratinizzato. 
 
Il nostro studio ha indagato poi sui tumori di origine neuroendocrina, applicando 
come markers anticorpi anti-NSE, sinaptofisina e cromogranina A. Nonostante il 
fatto che sia stato possibile confermare la diagnosi di tumore neuroendocrino in 
tutti i casi testati (la diagnosi era stata raggiunta in tutti e 3 i casi tramite la 
citologia), non si è mai riusciti, applicando questi soli tre anticorpi, a raggiungere 
una diagnosi di sede di insorgenza.  
 
Nella nostra esperienza sono capitati anche un caso di sarcoma istiocitario ed un 
caso di leucemia mieloide. Ovviamente, vista la presenza di casi singoli, non è 
stato possibile testare ulteriormente i pannelli anticorpali utilizzati, tuttavia gli 
anticorpi utilizzati in quelle singole occasioni sono riportati e commentati di 
seguito. 
Nel caso del sarcoma istiocitario è stata utilizzata una combinazione di F7.2.38 
(anti-CD3), HM57 (anti-CD79α), MAC387 (anti-antigene comune mielo-
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istiocitario), HBME-1 (anti-mesotelina), AE1/AE3 (anti-pancitocheratina), V9 
(anti-vimentina), un anticorpo anti-CD117 ed uno anti-lisozima. Il caso era stato 
inviato come versamento pleurico di natura neoplastica causato da una neoplasia a 
cellule rotonde. Gli anticorpi HBME-1, AE1/AE3, V9 sono stati utilizzati al fine di 
confutare l’eventuale presenza di un mesotelioma o di un adenocarcinoma come 
causa del versamento (come descritto nel paragrafo seguente).  
Per effettuare la distinzione tra le varie tipologie di cellule rotonde sono stati 
impiegati il F7.2.38 (anti-CD3) ed il HM57 (anti-CD79α) per evidenziare i 
linfociti, il MAC 387 e l’anticorpo anti-lisozima per mostrare granulociti neutrofili, 
eosinofili, e macrofagi ed l’anticorpo anti-CD117 per rivelare i mastociti. 
La leucemia mieloide invece è stata indagata con un pannello costituito da F7.2.38 
(anti-CD3), HM57 (anti-CD79α), MAC387 (anti-antigene comune mielo-
istiocitario) e l’anticorpo anti-lisozima. 
L’anamnesi forniva già un quadro di leucemia in corso per cui, tramite l’indagine 
per gli antigeni linfocitari (CD3 e CD79α) ed istiocitari (MAC e lisozima) si è 
riusciti a tipizzare la patologia. 
 
Tra le tipizzazioni delle varie malattie neoplastiche sono stati esaminati anche dei 
versamenti pleurici di sospetta origine neoplastica (adenocarcinoma e 
mesotelioma) che vengono trattati nel paragrafo seguente. 
 
 
3.3.2 Differenziazione tra lesione reattiva e neoplastica 
 
L’esperienza acquisita dal nostro laboratorio per quanto riguarda differenziazione 
tra lesione neoplastica e reattiva è stata piuttosto ridotta a causa del limitato 
numero di campioni. Molti dei casi infatti venivano inviati già corredati di diagnosi 
di neoplasia. 
Seppur scarni, i nostri risultati confermano quelli di altri autori (Dalquen et al., 
1993) sul fatto che è possibile utilizzare questo tipo di indagine su qualsiasi tipo di 
campione citologico, anche se la maggior parte della nostra casistica era composta 
da ago aspirati. 
Quando l’immunocitochimica nacque venne applicato sistematicamente un 
discreto numero di anticorpi, come ad esempio CEA, AFP e B72.3 (Szpak et al., 
1984; Walts et al., 1983) nella convinzione che determinati markers fossero 
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tumore-specifici. Tuttavia, dopo poco tempo, gli stessi antigeni vennero dimostrati 
anche sulle cellule non neoplastiche e così il concetto del singolo marker 
diagnostico per una neoplasia è stato abbandonato. Nonostante ciò, 
l’immunocitochimica applicata con criterio è in grado di aiutare ad individuare, 
confermare o indagare un sospetto di neoplasia, ed esprime la sua massima utilità 
proprio in quei casi in cui la citologia normale raggiunge i suoi limiti prima di 
portare ad una diagnosi certa. I casi più interessanti sono l’esame dei fluidi 
corporei o dei versamenti e la valutazione dei sospetti di linfoma (Dalquen et al., 
1993). 
Per quanto riguarda i versamenti, i casi in cui si riscontrano problemi nel 
raggiungimento della diagnosi si attestano, in medicina umana, sul 15% del totale 
(To et al., 1981). Spesso risulta estremamente difficile distinguere macrofagi 
attivati, cellule mesoteliali reattive e cellule neoplastiche. Sono stati effettuati 
svariati tentativi al fine di aggirare questo problema tramite l’immunocitochimica 
(Chandra et al., 1990; Chheda et al., 1986; Daste et al., 1991; Epenetos et al., 1982; 
Esteban et al., 1990; Ghosh et al., 1983; Gosh et al., 1986; Guzman et al., 1988, 
1990b; Kyrkou et al., 1985; Li et al., 1989; Mason et al., 1986; Orell et al., 1983; 
Permanetter et al., 1987; Szpak et al., 1984, 1989; Tickman et al., 1990; To et al., 
1981; Walts et al., 1983): in linea generale è stato suggerito da tutti l’uso di due o 
più anticorpi, uno che reagisse solo con le cellule epiteliali ed un altro che reagisse 
con le sole cellule mesoteliali o con i macrofagi e le cellule mesoteliali 
contemporaneamente. 
Alcuni autori hanno combinato l’uso di anticorpi anti-CEA con anticorpi anti-
cheratine (Duggan et al., 1987; Epenetos et al., 1982; Ghosh et al., 1983), anti-
antigene di membrana degli epiteli (EMA) (Chheda et al., 1986; Daste et al., 1991; 
Epenetos et al., 1982; Ghosh et al., 1983; Guzman et al., 1990b; To et al., 1981), 
anti-vimentina insieme a molti altri anticorpi (Duggan et al., 1987; Tickman et al., 
1990; Walts et al., 1983). 
Altri hanno tentato di risolvere il dilemma ricorrendo ad anticorpi specifici per 
alcuni antigeni onco-fetali (Orell et al., 1983), per il lisozima (Permanetter et al., 
1987) o a combinazioni anti-EMA, CD45, citocheratine e vimentina (Li et al., 
1989) o ricorrendo a svariati altri stratagemmi (Chandra et al., 1990; Guzman et 
al., 1990a; Martin et al., 1986). 
Sfortunatamente molti degli anticorpi con la maggiore reattività nei confronti degli 
epitopi epiteliali (es: anti-pancitocheratine e anti-cheratine) reagiscono anche con 
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le cellule mesoteliali. Altri, più specificamente diretti contro gli antigeni di 
membrana epiteliali (EMA, HEA125,BerEP4) reagiscono marcatamente con le 
cellule carcinomatose e solo debolmente con qualche cellula non neoplastica. 
Esistono altri anticorpi (anti-CEA, B72.3, Leu-M1) che hanno dimostrato 
un’ottima specificità per le cellule carcinomatose, tuttavia la sensibilità è stata 
valutata attorno al 55-75% (Orell et al., 1983; Tickman et al., 1990; To et al., 
1981). Sulla base di quanto detto, l’efficacia di questi markers per il 
riconoscimento delle cellule tumorali è piuttosto limitata. 
Attualmente noi utilizziamo un pannello anticorpale composto da AE1/AE3, 
BA17, D5/16B4, 
HBME-1, MAC387, V9 ed un anticorpo anti-lisozima. 
L’AE1/AE3 è un anticorpo anti-pancitocheratina che colora sia le cellule epiteliali 
sia quelle mesoteliali, ma non i macrofagi reattivi. Il BA17 è un anticorpo anti-
citocheratina 19 in grado di evidenziare le cellule degli epiteli semplici o 
pseudostratificati, ma non le cellule degli epiteli squamosi, il che lo rende 
estremamente utile per dimostrare l’eventuale presenza di cellule carcinomatose di 
origine ghiandolare. Il D5/16B4 è un anticorpo anti citocheratina 5/6, che 
evidenzia le cellule epiteliali basali degli epiteli pluristratificati, utile per 
dimostrare l’eventuale presenza di cellule carcinomatose provenienti da tumori 
dell’epitelio cheratinizzato. L’HBME-1 evidenzia la mesotelina delle le cellule 
mesoteliali normali, reattive e neoplastiche. Il MAC387 dimostra un antigene 
comune mielo-istiocitario permettendo di distinguere i macrofagi e le altre cellule 
infiammatorie. Anche l’anticorpo anti-lisozima permette di identificare tali cellule. 
Il V9 anti-vimentina infine tinge contemporaneamente i macrofagi e le cellule 
mesoteliali. Tuttavia l’interpretazione dei risultati non è comunque facile a causa 
delle deboli positività che talvolta si possono sviluppare in cellule non specifiche 
per gli anticorpi. Solo le positività intense diffuse a tutto il citoplasma dovrebbero 
essere considerate attendibili (To et al., 1981). 
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3.3.3 Valutazione dell’espressione di markers di interesse prognostico e 
terapeutico 
 
L’ultimo campo nel quale è stata concentrata la maggiore attenzione del nostro 
studio sull’immunocitochimica è quello della valutazione dell’espressione di 
markers di interesse prognostico e terapeutico. 
La trattazione delle considerazioni in merito ai risultati ottenuti dall’applicazione 
dell’immunocitochimica del CD117 ai mastocitomi sono riportate nel capitolo 
dedicato al mastocitoma. 
E’ stato eseguito qualche test anche sulla valutazione dell’espressione dell’EGFR 
in carcinomi di cane e di gatto. L’EGFR è un altro recettore ad attività 
tirosinchinasia che è stato dimostrato avere un ruolo nella proliferazione 
neoplastica delle neoplasie epiteliali maligne (Arteaga, 2002; Lo et al., 2007; 
Mendelsohn et al., 2000). 
Dei carcinomi esaminati, quello di cane è risultato non reattivo, probabilmente a 
causa della mancata espressione dell’antigene nelle cellule del preparato. 
I risultati iniziali sono stati incoraggianti e la comparazione della positività tra 
immunocitochimica ed immunoistochimica ha fatto notare quanto il tipo di 
espressione della positività fosse simile. Purtroppo la scarsità della casistica non ha 
permesso di  approfondire ulteriormente le implicazioni legate all’applicazione di 
metodiche  immunocitochimiche per la ricerca di questo tipo di recettore. 
 
 
3.3.4 Altre indicazioni 
 
La diagnostica oncologica è indubbiamente l’indicazione fondamentale per cui 
nasce l’esame immunocitochimico. Tuttavia tale metodo oggi ricopre ruoli 
rilevanti anche nella diagnosi delle lesioni non neoplastiche. Nel periodo dei tre 
anni in cui si è svolto lo studio i casi pervenuti a tal fine sono stati estremamente 
rari. Uno degli esempi più importanti riportati in letteratura è sicuramente la 
valutazione dei markers della popolazione leucocitaria ottenibile attraverso i 
lavaggi bronchiolo-alveolari (Brogden et al., 1998; Dalquen et al., 1993; Rajamäki 
et al., 2002; Ren et al., 2006; Tschernig  et al., 2001…). Nella nostra esperienza ci 
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è capitato solo di valutare l’espressione del recettore KIT su una mastocitosi 
cutanea. 
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3.4 Conclusioni 
 
La scelta di applicare l’esame immunocitochimico viene fatta partendo 
dall’osservazione dei preparati citologici colorati con May Grünwald–Giemsa al 
fine di aumentare il potere diagnostico della citologia. Questo tipo di esame 
fornisce un valido aiuto alla clinica in quanto permette di ottenere i risultati in 
tempi brevi, cosa non facilmente ottenibile  con l’immunoistochimica. 
Tuttavia, affinché l’immunocitochimica possa svolgere efficacemente questo ruolo 
di supporto è necessario tenere conto di alcuni aspetti: 
1. il tipo di campionamento e di fissazione devono poter essere effettuati 
facilmente dal clinico che intende inviare dei preparati al laboratorio; 
2. la tecnica immunocitochimica che viene applicata dovrebbe ridurre al minimo 
la colorazione di fondo, soprattutto nei preparati con forte contaminazione ematica; 
3. la tecnica utilizzata dal laboratorio dovrebbe essere applicabile a tutti i tipi di 
preparato citologico, inclusi quelli fissati e colorati; 
4. il nucleo ed il citoplasma delle cellule devono essere mantenuti nelle migliori 
condizioni possibili, in modo che sia possibile distinguere morfologicamente le 
varie popolazioni cellulari presenti sul vetrino e capire a quali di queste appartiene 
la positività. 
Attualmente non esiste una tecnica che riesca a riunire tutti e quattro i punti in 
maniera efficace: questo è dovuto all’estrema eterogeneità degli anticorpi e degli 
antigeni che vengono di volta in volta impiegati ed indagati. Inoltre bisogna tenere 
conto di tutta una serie di altri fattori quali la fissazione, conservazione del 
materiale citologico e proprietà delle colorazioni citologiche (nei vetri già colorati). 
E’ questo il motivo per cui, prima dell’applicazione alla routine diagnostica, la 
reattività di ogni anticorpo e di ogni antigene deve essere studiata, osservata e 
standardizzata in laboratorio.  
La possibilità di applicare l’immunocitochimica ai preparati citologici è spesso 
limitata dall’esigua quantità di campione che viene fatta pervenire al laboratorio. 
Tuttavia bisogna cercare di osservare sempre le seguenti regole: 
1. la valutazione morfologica mediante la citologia normale deve sempre avere la 
precedenza sull’indagine immunocitochimica; 
2. i preparati che vengono assegnati alla valutazione immunologica devono essere 
stati fissati e stoccati adeguatamente; 
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3. visto il numero limitato di strisci, l’esame immunocitochimico deve essere 
pianificato accuratamente al fine di ridurre il pannello anticorpale alle sole 
incubazioni necessarie; 
4. l’esame immunocitochimico dovrebbe venir richiesto solo qualora il problema 
diagnostico sia stato chiaramente individuato; 
5. il pannello anticorpale dovrebbe essere scelto accuratamente cosicchè il test sia 
in grado di rispondere a più interrogativi diagnostici;  
6. dovrebbero essere sempre applicati almeno due anticorpi. 
I risultati dei test immunocitochimici devono sempre venire interpretati alla luce 
dei rilevamenti clinici e morfologici. I test immunologici infatti forniscono solo 
elementi addizionali a quelli ottenuti tramite la valutazione della morfologia, 
elementi che servono a dare peso a determinati sospetti diagnostici. Nonostante il 
fatto che l’immunocitochimica sia solo in grado di “confermare piuttosto che 
fornire una diagnosi e solo raramente riesca ad indicare la zona di insorgenza di 
una determinata lesione neoplastica” (Mason et al., 1986), ad oggi questo test 
risulta essere un valido aiuto alla citologia in quanto in grado di migliorare 
l’accuratezza diagnostica di questo tipo di indagine. 
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4. CASI CLINICI 
 
 
4.1 Versamento di origine carcinomatosa 
 
 
Riassunto 
 
Viene presentato il caso di un versamento pleurico causato da emboli 
carcinomatosi provenienti da un adenocarcinoma mammario in un cane meticcio 
femmina di  9 anni che presentava una diagnosi iniziale di processo infiammatorio 
cronico con intensa reattività mesoteliale. Al fine di raggiungere la diagnosi 
corretta è stato necessario ricorrere all’immunofenotipizzazione delle cellule 
atipiche presenti all’interno del versamento stesso, che si sono dimostrate negative 
alla mesotelina, all’antigene comune mielo-istiocitario, al lisozima ed alla 
vimentina e positive alla pancitocheratina ed alla citocheratina 19. 
 
 
Introduzione 
 
 In ambito pleurico le infiammazioni sono le evenienze patologiche più frequenti. 
Le pleure infatti vengono facilmente interessate per continuità da situazioni 
patologiche dei polmoni, o per contiguità ad altri organi vicini. Agenti flogogeni 
infettivi possono raggiungere la pleura per via ematica, linfatica o veicolati da 
corpi estranei provenienti dal’esofago. Oltre alle cause infettive, che sono 
predominanti, talvolta le pleuriti riconoscono cause non infettive quali ad esempio 
le neoplasie. Oltre al mesotelioma, le neoplasie che colpiscono la pleura sono in 
genere carcinomi che vi si insediano per infiltrazione diretta da carcinomi 
polmonari periferici o che metastatizzano per via linfatica dal polmone o dalla 
cavità addominale. Occasionalmente le più varie neoplasie maligne possono 
metastatizzare alla pleura per via ematogena (Marcato, 2002).  
In questo lavoro vengono descritti i vantaggi dell’applicazione della metodica 
immunocitochimica ai preparati ottenuti da versamenti pleurici al fine del 
raggiungimento della diagnosi delle patologie che si possono sviluppare in questa 
sede. 
75 
 
 
Caso clinico 
 
Un cane meticcio femmina di  9 anni è stato portato alla visita all’Ospedale 
didattico della Facoltà di medicina veterinaria di Bologna ad Ozzano dell’Emilia in 
seguito a recenti episodi di difficoltà respiratoria. Mediante un’indagine 
radiografica del torace è stata dimostrata la presenza di un versamento pleurico 
bilaterale di natura da accertare e si è proceduto all’aspirazione del liquido al fine 
di procedere con un esame citologico. L’osservazione dei preparati, ottenuti 
tramite sedimentazione per centrifugazione e colorati con May Grünwald – 
Giemsa, metteva in luce la presenza negli strisci di numerosi granulociti neutrofili 
non degenerati multisegmentati e di cellule mesoteliali raggruppate in ammassi 
papilliformi con intensi aspetti di reattività. L’interpretazione diagnostica del 
quadro citologico alla prima lettura è stata di processo infiammatorio cronico con 
intensa reattività mesoteliale. 
 
Figura 26: Preparato citologico del versamento colorato con May Grünwald–
Giemsa (Ob. 40x). 
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Il cane è stato quindi sottoposto ad una terapia antinfiammatoria che non ha 
prodotto miglioramenti e dopo una settimana è stato effettuato un nuovo 
campionamento del liquido pleurico. Il campione è stato suddiviso in aliquote ed è 
stato allestito tramite citospin, fissato in acetone e sottoposto ad indagine 
immunocitochimica per i markers pancitocheratina, mesotelina, vimentina, 
antigene comune mielo-istiocitario (MAC), lisozima e citocheratina 19. Le cellule 
atipiche presenti all’interno del liquido sono risultate positive alla pancitocheratina 
ed alla citocheratina 19, mentre sono risultate negative per gli altri antigeni. Questo 
ha permesso di identificarle come cellule tumorali carcinomatose provenienti 
probabilmente da un adenocarcinoma mammario (l’animale presentava da almeno 
un anno dei noduli mammari disseminati di piccole dimensioni). L’animale è stato 
poi sottoposto ad una toracotomia esplorativa al fine di constatare la gravità del 
quadro clinico ed è stato soppresso in sede operatoria in quanto non operabile. 
 
 
 
Cellule mesoteliali 
MES a 
Figura 27: Reazioni delle cellule presenti 
nel preparato al pannello anticorpale 
testato (Ob. 40x). 
a) positività citoplasmatica delle cellule 
mesoteliali all’anticorpo anti-mesotelina 
(MES), 
b) positività citoplasmatica dei marcofagi 
all’anticorpo anti-antigene comune mielo-
istiocitario (MAC), 
c) positività citoplasmatica delle cellule 
atipiche alla citocheratina 19 (CK19). 
Nella foto è visibile anche una debole 
positività aspecifica delle cellule 
mesoteliali,  
d) positività citoplasmatica delle cellule 
atipiche all’anticorpo anti-pancitocheratina 
(PanCK), 
e) positività citoplasmatica dei macrofagi 
all’anticorpo anti vimentina (VIM). Nella 
foto è possibile notare una debole 
positività delle cellule mesoteliali. 
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Discussione 
 
I versamenti sono una delle manifestazioni più comuni dei tumori primitivi e 
metastatici a carico delle pleure. L’esame citologico dell’essudato pleurico 
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rappresenta la prima indagine diagnostica che viene attuata in questi pazienti. 
L’identificazione delle cellule neoplastiche all’interno dei campioni di versamento 
mediante la citologia rappresenta un fattore cruciale, sia dal punto di vista 
dell’invasività del campionamento, sia dal punto di vista del costo dell’esame, ma 
soprattutto dal punto di vista precocità della diagnosi che permette di passare 
rapidamente allo staging, alla formulazione della prognosi e del trattamento del 
tumore (Bottles et al., 1991; DiBonito et al., 1993; Kho-Duffin et al., 1998; Pedio 
et al., 1988; Pomjanski et al., 2001; Renshaw et al., 1997; Stevens et al., 1992). 
Alcuni pazienti con versamento causato da neoplasie presentano una storia clinica 
di tumori maligni pregressi, tuttavia in alcuni casi il riscontro di cellule tumorali 
all’interno di un essudato pleurico può rappresentare il primo segno di un tumore 
non ancora manifesto (Telma et al., 2006). 
Una diagnosi precoce ed accurata può permettere, in questi casi, l’approntamento 
per tempo di una terapia adeguata e quindi anche ad una prognosi più favorevole 
(DiBonito et al., 1993; Kho-Duffin et al., 1998). 
Tuttavia la differenziazione, all’interno di questi campioni, tra  mesotelioma, 
mesotelio reattivo e metastasi di adenocarcinoma rappresenta una vera e propria 
sfida diagnostica (Bedrossian 1998; Berge et al., 1965; Cakir et al., 2008; 
Kitazume et al., 2000; Stevens et al., 1992). Infatti, nonostante nel campo dei 
versamenti la citologia sostituisca l’istologia (Stevens et al., 1992), la distinzione 
tra le tre patologie sopracitate rappresenta una delle incertezze maggiori per un 
citologo. La differenziazione su base esclusivamente citomorfologica è, a tutti gli 
effetti, un problema, ma è tuttavia possibile affiancare alcune indagini più 
sofisticate. La preparazione di citoinclusi, la citochimica e l’immunocitochimica 
consentono infatti di ottenere informazioni aggiuntive molto utili ai fini diagnostici 
(Cakir et al., 2008). 
In questo caso era presente un versamento pleurico che, alla prima analisi 
citologica, aveva fatto pensare ad una pleurite a causa della presenza negli strisci di 
numerosi granulociti neutrofili non degenerati multisegmentati e di cellule 
mesoteliali con aspetti di reattività. Tuttavia, nonostante la terapia mirata, la 
sintomatologia si è aggravata nel corso di una singola settimana e, sebbene se la 
presenza dei noduli mammari inducesse a pensare ad una causa neoplastica, la 
revisione dei semplici preparati citologici allestiti non era in grado di fornire 
elementi validi a supportare questo sospetto diagnostico. 
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La discrepanza tra la diagnosi e la risposta alla terapia ha quindi portato alla 
richiesta di un approfondimento immunocitochimico sui campioni. 
Le cellule mesoteliali sono positive alla pancitocheratina, alla mesotelina ed alla 
vimentina. Le cellule infiammatorie, soprattutto i macrofagi, che talvolta possono 
assumere forme ambigue in seguito alla loro attivazione, sono positive all’antigene 
comune mielo-istiocitario, al lisozima ed alla vimentina (solo i macrofagi). Le 
cellule epiteliali infine sono positive alla pancitocheratina e, se di origine da un 
epitelio non squamoso, alla citocheratina 19. 
 
Tabella 15: Positività attesa delle cellule carcinomatose, delle cellule mesoteliali e 
delle cellule infiammatorie al pannello anticorpale testato. 
 PanCK CK19 LIS MAC MES VIM 
Cellule carcinomatose + +/- - - - - 
Mesotelio + - - - + + 
Macrofagi - - + + - + 
  
In questo caso erano presenti cellule atipiche che manifestavano una forte 
positività alla pancitocheratina ed alla citocheratina 19, cosa che ha permesso di 
identificarle come di origine ghiandolare, avvalorando l’ipotesi della metastasi da 
uno dei noduli mammari. Le cellule mesoteliali ed i macrofagi, evidenziati dalla 
reazione positiva degli altri anticorpi, presentavano caratteri di attivazione ma non 
di atipia. 
 
 
Conclusioni 
 
E’ stato descritto un caso di versamento pleurico e pleurite causate da metastasi di 
carcinoma. Sebbene versamenti e pleuriti settiche e neoplastiche abbiano una 
sintomatologia sovrapponibile, la prognosi e la terapia sono completamente 
differenti per cui una diagnosi eziopatologica precisa, per questi casi, è necessaria. 
La caratterizzazione immunofenotipica delle cellule che esfoliano naturalmente 
all’interno dei versamenti risulta estremamente utile al momento di esprimere il 
giudizio diagnostico, viste le difficoltà che la semplice discriminazione su base 
citomorfologica trova nell’interpretazione di tali preparati.  
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4.2 Sinoviosarcoma 
 
 
Riassunto 
 
Viene riportato il caso di un gatto europeo maschio castrato di  12 anni presentante 
una zoppia causata da un sinoviosarcoma a livello di garretto destro. Per 
raggiungere la certezza della diagnosi in questa particolare neoplasia si è ricorsi 
all’immunofenotipizzazione delle cellule raccolte mediante agoaspirazione dalla 
lesione. Le cellule sono risultate positive alla pancitocheratina, alla citocheratina 
19 ed alla vimentina. 
 
 
Introduzione 
 
I tumori di origine articolare sono rari e, per la maggior parte, maligni. Quelli 
riportati nella letteratura veterinaria sono quasi esclusivamente sinoviosarcomi del 
cane (Allemand et al., 1998; Whitelock et al., 1997). Il sinoviosarcoma è stato 
riportato raramente anche nei gatti, nei bovini, nei cavalli ed in altre specie 
(Theilen et al., 1987) e rappresenta l’8% dei sarcomi dei tessuti molli nell’uomo. 
Nei cani coinvolge più frequentemente il garretto ed il gomito, anche se altri autori 
riportano anche altre localizzazioni quali, ad esempio a livello di anca 
(Karayannopoulou et al., 1992). 
Malgrado si assuma che il sinoviosarcoma sia di origine mesenchimale e 
nonostante il tumore presenti delle similitudini con il tessuto sinoviale normale, 
l’istogenesi di questo tumore non è, ad oggi, ancora ben definita (Panayiotis et al., 
2004). Microscopicamente può essere caratterizzato da un pattern cellulare mono o 
bifasico, di cui il bifasico è di diagnosticamente meglio definibile in quanto 
comprende sia una componente sarcomatosa sia una componente epitelioide, che 
può organizzarsi in cordoni e pseudoacini (Palmer, 1993). Il sinoviosarcoma deve 
essere messo in diagnosi differenziale dal sarcoma istiocitario, dal fibrosarcoma, 
dall’osteosarcoma e dal tumore a cellule giganti dei tessuti molli (Cole et al., 1999; 
Taconis et al., 1997). Di conseguenza esso può rappresentare un complesso 
problema diagnostico ed essere quindi sottostimato, soprattutto nelle varianti 
atipiche e monofasiche o nei casi in cui siano presenti metaplasie ossee o zone di 
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calcificazione. Ad oggi, in veterinaria il profilo immunoistochimico del 
sinoviosarcoma non è stato ancora chiaramente definito (Panayiotis et al., 2004).  
In questo lavoro si vuole mostrare come l’applicazione di un pannello anticorpale 
anche di ridotte dimensioni possa aiutare in maniera considerevole il citologo al 
momento della diagnosi di una neoplasia rara e particolare come il sinoviosarcoma. 
 
 
Caso clinico 
 
Un gatto europeo maschio castrato di  12 anni viene portato alla visita dal 
veterinario a causa di una zoppia di 4° grado a carico dell’arto posteriore destro. Il 
veterinario emette una diagnosi radiografica di osteomielite e l’animale viene 
sottoposto a terapia antibiotica. Dopo una settimana, durante la quale la 
sintomatologia del gatto non migliora, l’animale viene sottoposto ad una seconda 
indagine radiografica da parte di un altro veterinario e questi diagnostica una 
frattura ed un’infezione a carico del garretto. L’animale viene quindi trattato con 
infiltrazione endoarticolare di antinfiammatori e condroprotettori (Zeel). 
Un mese dopo l’inizio della nuova terapia l’animale viene portato per una visita 
all’Ospedale didattico della Facoltà di medicina veterinaria di Bologna ad Ozzano 
dell’Emilia con i muscoli dell’arto malato ormai ipotrofici a causa del mancato 
appoggio. Viene effettuato un esame ecografico del garretto che rivela un 
ispessimento dall’aspetto disomogeneo, sormontato da una raccolta liquida, della 
calotta calcaneale di natura da accertare. Dopo campionamento mediante 
agoaspirazione, il campione viene colorato con May Grünwald – Giemsa e viene 
emesso un sospetto di sarcoma di possibile origine sinoviale.  
Alcuni degli strisci vengono fissati in acetone freddo (4°C) e sottoposti ad indagine 
immunocitochimica per la valutazione dell’espressione della pancitocheratina 
AE1/AE3, della citocheratina 19 e della vimentina, che risultano tutti positivi. I 
risultati ottenuti supportano la diagnosi di sinoviosarcoma bifasico. Viene 
effettuata la stadiazione clinica della neoplasia e la radiografia toracica evidenzia la 
presenza di numerose opacità rotondeggianti con centro iperdiafano diffuse ad 
entrambi i campi polmonari, rendendo quindi inutile qulasiasi approccio chirurgico 
alla lesione del garretto. Dopo una rapida degenerazione delle condizioni di vita, 
l’animale viene soppresso a 10 giorni dalla diagnosi. La necroscopia effettuata 
sull’animale e l’istologia condotta sui tessuti prelevati conferma la diagnosi 
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immunocitochimica di sinoviosarcoma e quella radiografica di metastasi 
polmonari. In tal sede vengono inoltre messe in evidenza la presenza di metastasi 
anche a livello di linfonodo regionale, linfonodi iliaci mediali, lombo-aortici e 
mesenterici-duodenali, mediastinici e tracheo-bronchiali, di parete gastrica, reni, 
miocardio e muscolatura cervicale. 
 
Figura 28: Preparato citologico (striscio da ago aspirato) colorato con May 
Grünwald–Giemsa 
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Figura 29: Reazioni delle cellule presenti nel preparato al pannello anticorpale 
testato (Ob. 40x): a sinistra è dimostrata la positività citoplasmatica delle cellule 
della componente epiteliale all’anticorpo anti-pancitocheratina (PanCK), a destra la 
positività citoplasmatica delle cellule della componente mesenchimale 
all’anticorpo anti vimentina (VIM) (Ob. 40x). 
 
 
Discussione 
 
Il sinoviosarcoma è un tumore poco frequente che si può presentare nella variante 
monofasica mesenchimale o nella bifasica mesenchimale ed epiteliale (Panayiotis 
et al., 2004). L’istogenesi, la patogenesi ed il profilo immunologico di questa 
neoplasia non sono ancora stati definiti chiaramente (Panayiotis et al., 2004) e la 
letteratura veterinaria che tratta di questo soggetto è piuttosto scarsa (Allemand et 
al., 1998). Nel caso qui presentato viene sviluppato il profilo immunocitochimico 
di un sarcoma sinoviale bifasico in un gatto anziano e tale profilo viene discusso in 
base alle possibili diagnosi differenziali. 
Il sinoviosarcoma viene generalmente riportato in cani adulti maschi di grossa 
taglia (McGlennon et al., 1988), tuttavia il soggetto descritto in questo studio era 
un gatto anziano. La zoppia è un segno clinico comune in tutti i casi è può durare 
PanCK VIM 
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da settimane a mesi (Panayiotis et al., 2004). In questo caso l’animale, al momento 
della prima visita, non appoggiava già più il peso sull’arto colpito. 
La presenza di una massa a carico dei tessuti molli periarticolari spesso è l’unico 
indizio radiografico riscontrabile e la prima alterazione scheletrica solitamente 
visibile è una reazione periostale con un assottigliamento della porzione corticale 
(Lipowitz et al., 1979). Questo quadro progredisce quindi con aree di osteolisi, dai 
margini indefiniti, delle lamine e delle trabecole (Gibbs et al., 1985). La neoplasia 
solitamente colpisce tutta l’articolazione, coinvolgendo tutte le ossa che la 
compongono (McGlennon et al., 1988). Molti pazienti affetti da sinoviosarcoma 
sviluppano metastasi (Vail et al., 1994). L’amputazione, la resezione chirurgica e 
la chemioterapia sono le opzioni terapeutiche possibili, tuttavia l’amputazione 
dell’arto colpito, laddove possibile, sembra essere la soluzione più efficace 
(Panayiotis et al., 2004; Vail et al., 1994). In questo caso erano già presenti 
metastasi sparse documentate per cui non si è potuto procedere alla soluzione 
chirurgica. 
L’aspetto citologico (cellule mesenchimali atipiche isolate ed in ammassi) 
permetteva di considerare nella diagnosi differenziale il sarcoma istiocitario, il 
fibrosarcoma, l’osteosarcoma e il tumore a cellule giganti dei tessuti molli. 
Il profilo immunocitochimico del tumore, tuttavia, era fortemente indicativo per la 
diagnosi di sinoviosarcoma. La positività delle cellule tumorali alla vimentina era  
indicativa della loro derivazione mesenchimale (Spangler et al., 1994). Le cellule 
tumorali erano, inoltre, positive alla pancitocheratina ed alla citocheratina 19, il 
che dimostrava il carattere bifasico della neoplasia ed escludeva tutte le altre 
ipotesi prese in considerazione nella diagnosi differenziale. 
 
 
Conclusioni 
 
E’ stato descritto un caso di zoppia causata da un sarcoma di origine sinoviale in 
un gatto anziano. Sebbene la sintomatologia clinica ed i reperti ecografici, 
radiografici e citologici di questo tumore siano spesso sovrapponibili a quelli di 
altri tumori di origine mesenchimale o istiocitaria, il profilo antigenico del 
sinoviosarcoma bifasico costituisce una chiave di volta abbastanza affidabile per 
giungere alla diagnosi di questa neoplasia poco frequente. L’applicazione di una 
metodica immunocitochimica all’iter diagnostico laddove esista un sospetto di 
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sinoviosarcoma rappresenta quindi un valido elemento di supporto per il patologo, 
soprattutto in casi come questo  in cui non è possibile ottenere un campione di 
tessuto per procedere con l’istologia. 
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4.3 Sarcoma istiocitario 
 
 
Riassunto 
 
Viene documentato il caso di un cane Labrador retriever femmina di 4 anni affetto 
da un sarcoma istiocitario metastatico che aveva causato un versamento 
addominale e pericardico. 
Al fine di ottenere una diagnosi precisa di sarcoma istiocitario è stata necessaria 
l’applicazione dell’indagine immunocitochimica, nella quale le cellule del 
versamento sono state testate per i markers CD3, CD79α, CD117, antigene comune 
mielo-istiocitario (MAC), mesotelina (MES), pancitocheratina (PanCK), lisozima 
(LIS) e vimentina (VIM). 
 
 
Introduzione 
 
Il sarcoma istiocitario è un tumore istiocitico maligno localizzato o sistemico 
(Ghisleni et al, 2006). 
La forma localizzata è caratterizzata dal coinvolgimento di una sola area corporea, 
di solito il sottocute delle estremità, spesso vicino ad una articolazione (sarcoma 
sinoviale di origine istiocitaria). Più raramente, possono essere influenzati milza, 
midollo osseo, polmoni, lingua,cavità nasali, ossa (vertebre), articolazioni ed 
encefalo (Ghisleni et la, 2006). Si tratta di un tumore molto invasivo, che tende ad 
interessare anche derma, strato muscolare e scheletro e che può metastatizzare ai 
linfonodi regionali, al fegato, ai polmoni (se il sito primitivo è splenico) ed ai 
linfonodi ilari (se il sito primitivo è polmonare) (Marcato, 2002). 
Il sarcoma istiocitario disseminato, chiamato fino a poco tempo fa istiocitosi 
maligna, è una malattia rara, fatale per il paziente, caratterizzata da una rapida ed 
incontrollata proliferazione di istiociti atipici maligni di diversi siti 
contemporaneamente. L’istiocitosi maligna interessa primariamente la milza, i 
polmoni, il midollo osseo, il fegato ed i linfonodi . Altri organi che possono essere 
colpiti sono il sistema nervoso centrale, i reni, la muscolatura scheletrica, lo 
stomaco e i surreni. La cute e il sottocute, seppure raramente, possono essere 
coinvolti (Ghisleni, 2006). 
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Lo scopo di questo lavoro è dimostrare quanto l’indagine immunocitochimica 
possa risultare utile alla diagnosi di patologie neoplastiche una volta affiancata ad 
una corretta diagnosi differenziale ottenuta dalla citologia di un versamento.  
 
 
Caso clinico 
 
Un cane Labrador retriever femmina di 4 anni viene condotto alla visita veterinaria 
a causa dell’aumento di volume dell’addome. La visita diagnostica la presenza di 
un’ascite e di una epatosplenomegalia, inoltre l’auscultazione del torace evidenzia 
un’attenuazione dei toni cardiaci. L’animale viene sottoposto quindi ad una 
indagine ecografica cardiaca, che mostra la presenza di un versamento pericardico, 
ed addominale, che conferma l’ascite e l’epatosplenomegalia diagnosticate alla 
palpazione ed esclude la presenza di masse in fegato e milza.  
Viene effettuata la centesi del liquido pericardico e, su questo, viene effettuato un 
esame citologico che rivela la presenza di cellule atipiche dalla morfologia 
rotondocellulare.  
Da una parte del liquido aspirato vengono allestiti, tramite centrifugazione, dei 
vetri su cui viene testata la presenza dei markers immunocitochimici CD3, CD79α, 
CD117, antigene comune mielo-istiocitario, mesotelina, pancitocheratina, lisozima 
e vimentina al fine di individuare la natura di questa neoplasia. Le cellule atipiche 
risultano positive all’antigene comune mielo-istiocitario, al lisozima ed alla 
vimentina e negative a tutti gli altri markers, dimostrando una derivazione 
istiocitaria della neoplasia. 
In attesa della diagnosi immunocitochimica, che arriverà 3 settimane dopo la visita, 
l’animale viene trattato con prednisone. 
Ad un mese dalla diagnosi di sarcoma istiocitario, a causa di un peggioramento 
delle condizioni generali, l’animale viene sottoposto ad eutanasia. 
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Figura 30: Preparato citologico del versamento colorato con May Grünwald–
Giemsa (Ob. 40x). 
 
 
Figura 31: Assenza di positività nelle cellule del preparato per gli anticorpi 
specifici per i markers linfocitari CD3 e CD79α (Ob. 40x).  
 
 
CD CD79α 
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Figura 32: Assenza di positività nelle cellule del preparato per gli anticorpi 
specifici per i markers CD117 e mesotelina (MES) (Ob. 40x). 
 
Figura 33: Assenza di positività nelle cellule del preparato per l’anticorpo 
specifico per la pancitocheratina (PanCK) e presenza di una forte positività 
citoplasmatica per il marker vimentina (VIM) (Ob. 40x). 
 
PanCK VI
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Figura 34: Presenza di una forte positività citoplasmatica nelle cellule del 
preparato per i markers antigene mielo-istiocitario comune (MAC) e lisozima 
(LIS) (Ob. 40x). 
 
 
Discussione 
 
Il sarcoma istiocitario è un tumore che origina dalle cellule appartenenti al 
gruppo degli istiociti, quali i macrofagi alveolari e peritoneali, le cellule di 
Kuppfer epatiche, le cellule di Langerhans intraepiteliali, i macrofagi splenici, 
linfonodali e midollari (Affloter, 1997).  
Le razze canine considerate a rischio sono i bovari del bernese, in particolare i 
maschi adulti, i pastori cernesi, i rottweiler, i golden retriever, i labrador retriever 
ed i dobermann (Ghisleni et al, 2006). La forma multicentrica pare essere 
trasmessa di generazione in generazione, con un modello poligenico di ereditarietà.  
Citologicamente presenta cellule di grandi dimensioni con un rapporto 
nucleo/citoplasma da basso a medio e un livello moderato di anisocitosi ed 
anisocariosi. I margini citoplasmatici sono ben definiti e la morfologia cellulare 
può variare da stellata a fusiforme a tondeggiante. Il citoplasma si presenta 
debolmente basofilo, con una quantità variabile di piccole vacuolizzazioni e 
MAC LI
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contenente pigmenti di emosiderina con tracce di eritrofagocitosi; occasionalmente 
si possono riscontrare anche cellule giganti multinucleate. I nuclei hanno forma 
variabile, tondeggiante, ovalare o reniforme e mostrano una cromatina 
ipercromatica di aspetto grossolano e puntiforme, con molti nucleoli prominenti e 
ben evidenti (Valli, 2007). 
Dal punto di vista morfologico, immunofenotipico ed istologico, non esistono 
differenze tra forma diffusa e localizzata e non è ancora chiaro se l’istiocitosi 
maligna origini come disordine primitivo multicentrico, oppure rappresenti lo 
stadio terminale della forma localizzata viscerale che ha metastatizzato (Marconato 
e Del Piero, 2005). 
Vista la morfologia il sarcoma istiocitario presentato in questo lavoro doveva 
essere messo in diagnosi differenziale dal linfoma e dal mastocitoma anaplastico. 
A causa della sede di sviluppo dovevano comunque essere inseriti nella diagnosi 
differenziale il mesotelioma ed il carcinoma. 
I pannello anticorpale utilizzato è stato quindi studiato in modo da coprire tutte le 
ipotesi sopracitate. 
Gli antigeni CD3 e CD79α sono propri dei linfociti (rispettivamente T e B), per cui 
una positività monotematica ad uno dei due da parte delle cellule indagate avrebbe 
permesso di diagnosticare e tipizzare l’eventuale linfoma. Il recettore 
transmembranario CD117 (o KIT) è un antigene presente sulla membrana, e spesso 
anche nel citoplasma, dei mastociti neoplastici: una positività delle cellule a tale 
antigene avrebbe quindi permesso di identificare l’eventuale mastocitoma, 
fornendo al contempo il KIT pattern della neoplasia, dato utilissimo a fini 
prognostici e terapeutici. L’ antigene comune mielo-istiocitario MAC ed il 
lisozima sono due epitopi presenti in tutte le cellule appartenenti al gruppo degli 
istiociti e nei granulociti, quindi la loro positività ha permesso di restringere 
l’origine delle cellule tumorali ad una di queste due linee. La mesotelina è un 
antigene espresso dalle cellule mesoteliali e la sua positività riscontrata nelle 
cellule neoplastiche avrebbe suggerito l’implicazione, da parte di questa 
componente, come causa del versamento. La pancitocheratina rappresenta un 
insieme di antigeni comuni alle cellule epiteliali, ma anche mesoteliali e la 
vimentina è un marker proprio sia delle cellule mesenchimali sia dei macrofagi. La 
sua positività, rilevata nelle cellule degli strisci, combinata con la positività al 
MAC, ha permesso di attestare l’origine istiocitaria della neoplasia. 
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Tabella 16: Riassunto delle positività delle neoplasie in diagnosi differenziale ai 
markers indagati 
 CD3 o CD79α CD117 MAC MES LIS PanCK VIM 
Sarcoma 
istiocitario - - + - + - + 
Linfoma 
 +* - - - - - - 
Mastocitoma - + - - - - - 
Carcinoma - - - - - + - 
Mesotelioma - - - + - + + 
*Il linfoma risulterà positivo solo ad uno dei due anticorpi, rispettivamente al CD3 se 
originario dalla linea T o al CD79α se originario dalla linea B. 
 
 
Conclusioni 
 
E’ stato descritto un caso di ascite e versamento pericardico causati da un sarcoma 
istiocitario in una femmina di Labrador retriever adulta. La centesi effettuata su tali 
versamenti aveva condotto ad una diagnosi di sospetta neoplasia a cellule rotonde 
in una sede dove metastasi di carcinoma e mesoteliomi non sono infrequenti. 
L’indagine immunocitochimica delle cellule presenti all’interno del liquido è 
risultata di grande aiuto al fine di tipizzare correttamente il tumore, per cui è 
consigliabile applicare questo tipo di indagine a tutti i tipi di versamenti cavitari 
nei quali la citologia non riesca a spingersi oltre alla diagnosi differenziale. Nei 
casi di versamento inoltre, l’istologia risulta spesso non applicabile, per cui 
l’immunocitochimica può ritrovarsi a ricoprire un ruolo fondamentale nell’aiutare 
il patologo a raggiungere la diagnosi.  
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4.4 Linfoma spinale 
 
 
Riassunto 
 
Viene riportato il caso di un gatto comune europeo maschio castrato di 7 anni 
affetto da una paraparesi causata da un linfoma spinale di tipo B. La diagnosi di 
linfoma e la sua tipizzazione sono state raggiunte rapidamente grazie all’ausilio 
dell’indagine citologica ed immunocitochimica. 
Gli anticorpi testati sono stati quelli per la rivelazione del CD3 e del CD79α. 
 
 
Introduzione 
 
Il linfoma regionale con sede primitiva nel sistema nervoso centrale è una 
neoplasia abbastanza infrequente sia nell’uomo che negli animali (Koestner et al., 
1990, 2002; Summers et al., 1995; 
 Maxie et al, 2007). La maggior parte di questi linfomi, nell’uomo, è di tipo B a 
grandi cellule e i casi riportati come T sono delle vere e proprie eccezioni 
(Kleihues et al., 2000). Nel gatto i linfomi regionali che si sviluppano nel sistema 
nervoso centrale sono rari e, per la maggior parte, di derivazione dalla linea T 
(Koestner et al., 1990, 2002; Fondevila et al., 1998). Quasi tutti i linfomi felini 
riportati in letteratura sono stati descritti come infiltrazioni neoplastiche delle 
meningi e degli spazi perivascolari o come masse solitarie (Morita et al., 2009). Lo 
scopo di questo lavoro è mostrare come l’indagine immunocitochimica abbia 
contribuito in maniera rapida ed efficace alla diagnosi di questa particolare 
patologia. 
 
 
Caso clinico 
 
Un gatto comune europeo maschio castrato di 7 anni viene condotto alla visita 
veterinaria a causa del trascinamento degli arti posteriori, esordito come paresi di 
un singolo arto ed estesosi, nel giro di poco tempo, anche all’arto controlaterale. 
Entrambi i posteriori sono portati in iperestensione. Viene intrapresa la 
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somministrazione di prednisone che porta notevoli miglioramenti, ma una volta 
sospesa la terapia compare un peggioramento della sintomatologia. Viene quindi 
ripresa la terapia cortisonica fino alla risoluzione della stessa.  
Un mese dopo il termine del secondo ciclo di cortisonici e due mesi dopo la prima 
visita, l’animale viene portato all’Ospedale didattico della Facoltà di medicina 
veterinaria di Bologna ad Ozzano dell’Emilia per una visita neurologica a causa 
della ricomparsa della paraparesi. L’animale mostra di provare dolore qualora 
sollevato. Viene eseguito un esame radiografico della colonna vertebrale che 
evidenzia un quadro radiografico del tratto toraco-lombare ai limiti della normalità. 
Sette giorni dopo si procede all’intervento chirurgico teso ad indagare e risolvere la 
causa dell’anomalia radiografica e della paraparesi. Il chirurgo riporta la presenza 
di una neoformazione vermiforme estesa da T12 a L2, vascolarizzata e in rapporto 
con il plesso venoso. Dopo l’asportazione della massa il midollo riacquista la sua 
sede fisiologica. Il materiale prelevato viene inviato al laboratorio dove viene 
effettuata un’indagine citologica ed immunocitochimica al fine di tipizzare la 
neoplasia. La citologia riferisce, alla prima lettura, un forte sospetto di linfoma e 
così il pannello anticorpale viene improntato in modo da poter testare questa 
diagnosi. Vengono dunque testati gli antigeni linfocitari CD3 e CD79α dei quali 
solo l’ultimo risulta positivo, conducendo alla diagnosi definitiva di linfoma a 
cellule B. 
Il gatto viene trattato con cloranbucile e prednisone, terapia che lo porta alla 
completa remissione dei sintomi in 3 mesi. Dopo un periodo esente da malattia di 
un mese la sintomatologia neurologica si ripropone e viene aumentato il dosaggio 
dei farmaci. L’animale viene soppresso 4 mesi dopo, a causa di un progressivo 
peggioramento delle condizioni di salute generali. 
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Figura 35: Preparato citologico (striscio da ago aspirato) colorato con May 
Grünwald–Giemsa 
 
Figura 36: Reattività delle cellule del preparato a gli anticorpi specifici per i 
markers linfocitari CD3 e CD79α (Ob. 40x). Assenza di positività nel preparato 
testato per il CD3 e presenza di una positività citoplasmatica nei linfociti testati per 
il CD79α 
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Discussione 
 
Il linfoma rappresenta nel gatto  la seconda neoplasia più frequente del sistema 
nervoso centrale e la prima in sede spinale (Spodnick et al., 1992). Nei gatti affetti 
da linfoma, il coinvolgimento del sistema nervoso centrale viene riscontrato nel 
12-23% dei casi (Lane et al., 1994; Louwerens et al., 2005). 
In 2 articoli il linfoma spinale viene presentato come extradurale rispettivamente 
nell’82% e nel 69% dei casi, e la sintomatologia neurologica è causata dalla 
compressione esercitata sul midollo dalla crescita della massa (Lane et al., 1994; 
Zaki et al., 1976). Tuttavia uno studio più recente riporta questo tipo di lesione 
come intradurale nel 70% dei casi (Marioni-Henry et al., 2004). La maggior parte 
degli animali viene presentata alla visita per la comparsa di una paresi progressiva, 
ma la sintomatologia neurologica evocata dal tumore può variare a seconda della 
sede di insorgenza (Flatland  et al., 2008). Comunque la paraparesi o la paraplegia 
sono i riscontri più comuni in quanto il linfoma spinale tende a colpire più 
frequentemente i tratti toraco-lombari (Flatland  et al., 2008; Lane et al., 1994; 
Marioni-Henry et al., 2004; Northington et al., 1978). 
Come nel caso descritto, il dolore a livello di colonna vertebrale può precedere o 
accompagnare la paresi o la paralisi (Northington et al., 1978). La progressione 
della sintomatologia clinica è generalmente rapida, sviluppandosi in un periodo 
compreso tra le 1 e 4 settimane (Lane et al., 1994; Noonan et al., 1997; 
Northington et al., 1978; Schappert et al., 1967; Spodnick et al., 1992). Il soggetto 
presentato in questo caso è al di fuori della fascia di età riportata nella letteratura, 
in quanto il 60% dei casi di linfoma spinale felino colpiscono animali di 5 anni o 
meno (Flatland et al, 2008; Lane et al., 1994; Noonan et al., 1997; Northington et 
al., 1978; Schappert et al., 1967; Spodnick et al., 1992). Non sembrano esistere 
predisposizioni di razza per questa patologia, tuttavia è stata riscontrata una 
maggiore incidenza, pari al 67%, nei maschi (Spodnick et al., 1992).  
Questa patologia, di solito, colpisce contemporaneamente più tratti vertebrali (Lane 
et al., 1994;  Marioni-Henry et al., 2004; Spodnick et al., 1992). 
Gli antigeni da noi indagati, il CD3 ed il CD79α, sono propri dei linfociti (il primo 
dei T, il secondo dei B), per cui la positività monotematica del secondo da parte 
delle cellule indagate ha permesso di confermare la diagnosi e tipizzare il linfoma 
spinale come a cellule B. 
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Conclusioni 
 
In questo esempio viene descritto un caso di paraparesi in un gatto causata da un  
linfoma spinale a cellule B insorto nel segmento toraco-lombare T12-L2. 
Nonostante la sintomatologia fosse genericamente indicativa di tale tipo di 
patologia, la diagnosi certa è stata raggiunta solo mediante l’ausilio della metodica 
citologica ed immunocitochimica. In questo caso, l’applicazione delle metodiche 
immunologiche ai preparati citologici ha fornito rapidamente una conferma al 
sospetto citologico, permettendo di approntare quanto prima la terapia più adeguata 
del caso. 
L’indagine immunocitochimica rappresenta quindi un metodo pratico ed accurato 
per la diagnosi e la fenotipizzazione del linfoma (Caniatti et al., 1996). 
In questo esempio si sottolinea come ricorrere a tale metodica nell’ambito di 
determinate patologie consenta di ricorrere ad interventi mirati e tempestivi. 
 
 
BIBLIOGRAFIA 
 
Caniatti M., Roccabianca P., Scanziani E., Paltrinieri S. and Moore P.F. (1996): 
Canine lymphoma: immunocytochemical analysis of fine-needle aspiration biopsy. 
Vet Pathol. 33:204-212. 
 
Flatland B., Fry M.M., Newman S.J., Moore P.F., Smith J.R., Thomas W.B. and. 
Casimir R.H. (2008): Large anaplastic spinal B-cell lymphoma in a cat. Vet Clin 
Pathol. 37:389-96. 
 
Fondevila D., Vilafranca M. and Pumarola M. (1998): Primary central nervous 
system T-cell lymphoma in a cat. Vet Path 35:550-553. 
 
Kleihues P. and Cavenee W. K. (2000): Tumors of the haemopoietic system. In: 
Pathology and Genetics of Tumors of the Nervous System. P. Kleihues and W. K. 
Cavenee Eds. IARC Press, Lyon, pag197-206 
 
Koestner A., Bilzer T., Fatzer R., Schulman F. Y., Summers B. A. and Van Winkle 
T. J. (1990): Lymphomas and hematopoietic tumors. In: Histological Classification 
of Tumors of the Nervous System of Domestic Animals, (2nd Series), Armed 
Forces Institute of Pathology, Washington D.C., pag30-32. 
 
102 
 
Koestner A. and Higgins R. J. (2002): Tumors of the nervous system. In: Tumors 
in Domestic Animals, 4th Edit., D. J. Meuten, Ed., Iowa State University Press, 
Ames, pag 697-738. 
 
Lane S.B., Kornegay J.N., Duncan J.R. and Oliver J.E. Jr. (1994): Feline spinal 
lymphosarcoma: a retrospective evaluation of 23 cats. J Vet Intern Med 8:99–104. 
 
Louwerens M., London C.A., Pedersen N.C. and Lyons L.A. (2005): Feline 
lymphoma in the post-feline leukemia virus era. J Vet Intern Med 19:329–335. 
 
Marioni-Henry K., Vite C.H., Newton A.L. and VanWinkle T.J. (2004): 
Prevalence of diseases of the spinal cord of cats. J Vet Intern Med 18:851–858. 
 
Maxie M. G. and Youssef S. (2007): Nervous system. In: Pathology of Domestic 
Animals, 5th Edit., Vol. 1, M. G. Maxie, Ed., W.B. Saunders, Philadelphia, 
pag281-457. 
 
Morita T., Kondo H., Okamoto M., Park C. H., Sawashima Y. and Shimada A. 
(2009): Periventricular Spread of Primary Central Nervous System T-cell 
Lymphoma in a Cat. J. Comp. Path 140, 54-58. 
 
Noonan M., Kline L.K. and Meleo K. (1997): Lymphoma of the central nervous 
system: a retrospective study of 18 cats. Comp Cont Ed Pract Vet 19:497–503. 
 
Northington J.W. and Juliana M.M. (1978): Extradural lymphosarcoma in six cats. 
J Small Anim Pract 19:409–416. 
 
Schappert H.R. and Geib L.W. (1967): Reticuloendothelial neoplasms involving 
the spinal canal of cats. J Am Vet Med Assoc 150:753–757. 
 
Spodnick G.J., Berg J., Moore F.M. and Cotter S.M. (1992): Spinal lymphoma in 
cats: 21 cases (1976–1989). J Am Vet Med Assoc 200:373–376. 
 
Summers B. A., Cummings J. F. and de Lahunta A.(1995). Tumors of the central 
nervous system. In: Veterinary Neuropathology, B. A. Summers, J. F. Cummings 
and A. de Lahunta, Eds, Mosby, St Louis, pag351-401. 
 
Zaki F.A. and Hurvitz A.I. (1976): Spontaneous neoplasms of the central nervous 
system of the cat. J Small Anim Pract 17:773–782. 
103 
 
5. VALUTAZIONE DEL RECETTORE KIT (CD117) NEI MASTOCITOMI 
CUTANEI DEL CANE E DEL GATTO 
 
 
5.1 Introduzione 
 
Il mastocitoma cutaneo è una delle neoplasie più frequenti nel cane e rappresenta 
dall’11 al 27% di tutti i tumori cutanei maligni di questa specie (Goldshmidt et al, 
2002; Thamm et al., 2007). Anche nel gatto questa patologia risulta essere 
piuttosto frequente, rappresentando dall’8 al 15% dei tumori cutanei totali in 
questo animale (Lee et al., 2005). 
Sono stati studiati vari fattori prognostici al fine di predire il comportamento 
biologico dei mastocitomi: lo staging clinico (Kiupel et al., 2005; Moore et al., 
2006; Mullins et al, 2006; Thamm et al., 2007), la localizzazione anatomica 
(Gieger et al., 2003; Sfiligoi et al., 2005; Turrel et al, 1988), l’attività proliferativa 
(Abadie et al., 1999; Romansik et al., 2007; Simoes et al., 1994), l’anaploidia (Ayl 
et al., 1992), le regioni di organizzazione nucleolari tramite la tecnica dell’AgNOR 
(Bostock et al., 1989; Kravis et al 1996; Simoes et al., 1994) e il grado istologico 
proposto da Patnaik (Patnaik et al., 1984; Simoes et al., 1994). Quest’ultimo, 
nonostante sia stato il primo ad essere applicato, rimane tutt’ora il parametro 
predittivo più efficace. Il punto fondamentale del sistema di grading istologico è la 
valutazione della morfologia nucleare e del grado di differenziazione dei mastociti, 
inoltre viene valutato il tipo di infiltrazione sviluppato dalla neoplasia ed il numero 
di mitosi. 
Negli ultimi anni si è cercato di affiancare a questi strumenti dei nuovi parametri 
basati sulla valutazione dell’espressione di determinate molecole da parte delle 
cellule neoplastiche. Il proto-oncogene c-kit codifica per il recettore KIT (CD117), 
un recettore di tipo 3 ad attività tirosin-chinasica costituito da una porzione 
extracellulare specifica per il ligando SCF (Stem Cell Factor), un dominio 
trasmembranario, un tratto juxtamembranario ad attività regolatoria inibente ed una 
ultima parte ad attività tirosin-chinasica (Miettinen et al., 2005). Nell’uomo e nei 
cani sani, questo recettore è espresso da svariati tipi cellulari, tra cui i mastociti, le 
cellule germinali, i melanociti, le cellule interstiziali di Cajal e dalle cellule ad 
attività emopoietica (Miettinen et al., 2005; Morini et al., 2004). Nei mastociti, il 
KIT ed il suo ligando, lo Stem Cell Factor, sono implicati nella regolazione della 
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sopravvivenza cellulare, della replicazione, della differenziazione, della 
chemiotassi, della degranulazione e dell’adesione alla fibronectina (Serve et al., 
1995; Timokhina et al., 1998; Vosseller et al., 1997; Yee et al., 1994). Inoltre il c-
kit è stato correlato alla patogenesi del mastocitoma cutaneo canino (Webster et al., 
2006). Sono state identificate mutazioni (internal tandem duplication, delezioni e 
mutazioni puntiformi) a carico del dominio juxtamembranario (esone 11) del c-kit 
nel 15-50% dei casi di mastocitoma cutaneo canino. Queste mutazioni sono state 
considerate le responsabili della fosforilazione ligando-indipendente del KIT e 
della conseguente replicazione autonoma dei mastociti neoplastici (Downing et al., 
2002; London et al., 1999; Ma et al., 1999; Riva et al., 2005; Webster et al., 2006; 
Webster et al., 2007; Zemke et al., 2002). Recenti lavori hanno dimostrato che le 
mutazioni del c-kit sono significativamente associate ad un alto grado istologico ed 
ad una prognosi infausta (Webster et al., 2007; Zemke et al., 2002). 
L’immunoistochimica ha evidenziato che il KIT, in molti mastocitomi, ha la 
tendenza a venir accumulato in localizzazioni aberranti: mentre i mastociti normali 
presentano una colorazione relegata a livello di membrana, mostrando la 
fisiologica localizzazione transmembranaria del KIT, frequentemente i mastociti 
neoplastici esibiscono una colorazione citoplasmatica granuleggiante o diffusa 
(London et al., 1996; Morini et al., 2004; Preziosi et al., 2004; Webster et al., 
2004). I mastocitomi cutanei del cane che presentano una positività citoplasmatica 
al il KIT sono dotati di una maggiore attività proliferativa e di una prognosi 
decisamente peggiore rispetto a quelli che presentano la sola positività di 
membrana (Gil da Costa et al., 2007; Preziosi et al., 2004; Webster et al., 2007). 
Inoltre, le mutazioni di tipo internal tandem duplication, sono significativamente 
associate alla delocalizzazione del KIT nei mastociti neoplastici (Webster et al., 
2007). 
La citologia agoaspirativa è ad oggi uno degli strumenti più rapidi ed efficaci per la 
diagnosi di mastocitoma cutaneo in quanto gli strisci allestiti generalmente 
mostrano delle caratteristiche citomorfologiche che, qualora riconosciute, 
conducono alla diagnosi definitiva (Moore et al., 2006; Thamm et al., 2007). 
Tuttavia, quando i mastocitomi sono poco differenziati, i criteri morfologici 
possono non essere sufficienti per raggiungere la diagnosi. Le colorazioni 
metacromatiche (es: Blu di toluidina) possono fornire elementi addizionali per 
confermare la diagnosi di mastocitoma, ma quando la neoplasia raggiunge livelli di 
perdita della differenziazione estremi le cellule possono essere completamente 
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sprovviste di granuli e quindi non presentare la metacromasia, rendendo 
difficoltosa la diagnosi. Numerosi lavori indicano che il KIT è un marker affidabile 
per la diagnosi di mastocitoma cutaneo in quanto il suo grado si espressione appare 
correlato, in maniera inversa, al grado di differenziazione di questo tumore (Gil da 
Costa et al., 2007; Kiupel et al., 2004; Preziosi et al., 2004; Reguera et al., 2000). 
Fino ad ora la valutazione dell’espressione del KIT in preparati citologici è stata 
effettuata solo materiale prelevato da colture cellulari di mastocitoma cutaneo 
canino (Gleixner et al., 2007; Reguera et al., 2000), mai da casi clinici. Oltre ad 
aiutare a raggiungere la diagnosi, la conoscenza del tipo di espressione del KIT 
aiuta a formulare la prognosi ed a fornire la terapia adeguata, soprattutto per 
quanto riguarda animali in cui la chirurgia non sia possibile o abbia esitato in una 
recidiva locale con o senza metastasi. Recentemente infatti sono stati sviluppati dei 
potenti inibitori delle tirosinchinasi, tra i quali i più documentati nella pratica 
veterinaria sono stati l’Imatinib (Isotani et al., 2006, 2008; Lachowicz et al., 2005; 
Marconato et al., 2008) ed il Masatinib (Hahn et al., 2008) che risultano essere 
maggiormente efficaci su quelle masse che presentano la delocalizzazione del 
segnale. 
 La citologia possiede l’indubbio vantaggio di permettere il raggiungimento della 
diagnosi molto più rapidamente rispetto alla biopsia, fornendo elementi utili per la 
terapia, farmacologica o chirurgica che sia. Implementando quest’ultima con 
l’immunocitochimica si è ottenuto un valido strumento prognostico e terapeutico. 
 
 
5.2 Materiali e Metodi 
 
Lo studio ha riguardato 49 casi di MCT canino e felino diagnosticati 
citologicamente e in seguito rimossi chirurgicamente raccolti in un periodo di 3 
anni (gennaio 2006 – dicembre 2008). In 27 casi erano disponibili sia campioni 
citologici sia istologici della lesione. 
 
Citologia. I campioni citologici sono stati ottenuti per agoaspirazione, strisciati su 
un vetro portaoggetti e lasciati asciugare all’aria; gli strisci per la valutazione 
citomorfologica sono stati colorati con May-Grünwald – Giemsa. mentre quelli 
destinati all’immunocitochimica sono stati processati come descritto di seguito. 
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Immunocitochimica. I preparati destinati all’ immunocitochimica sono stati fissati 
per 10 minuti in acetone raffreddato a 4°C. Gli strisci non sottoposti 
immediatamente all’indagine immunocitochimica sono stati conservati a 4°C per 
un periodo variabile da pochi giorni a 8 mesi. I campioni fissati in acetone sono 
stati sottoposti ad inibizione delle perossidasi endogene (perossido di idrogeno al 
3% in metanolo per 10 minuti), reidratazione (tampone TRIS per 10 minuti) ed 
incubazione in camera umida con anticorpo policlonale di coniglio anti-CD117 
umano (Dako; Dakopatts, Glostrup, Denmark) diluito 1:100 in PBS e 1% di BSA 
overnight a 4°C. Si è proceduto  poi con lavaggio (TRIS per 2 minuti), incubazione 
con l’anticorpo secondario (IgG anti-rabbit biotinilato per 15 minuti), ulteriore 
lavaggio in TRIS per 2 minuti, incubazione in streptoavidina-perossidasi (15 
minuti), lavaggio in TRIS per 2 minuti e rivelazione in diaminobenzidina 0,04% 
per 10 minuti. Dopo ulteriori lavaggi in TRIS (2 minuti) e in acqua distillata (2 
minuti) è stata applicata la colorazione di contrasto con May-Grünwald – Giemsa 
modificato (soluzione May-Grünwald 1 minuto e 2 secondi, lavaggio in acqua 
distillata 1 minuto, soluzione Giemsa diluita 1 goccia/cc per 5 minuti). I preparati 
sono stati montati con DPX. 
 
Istologia. Laddove erano presenti campioni per l’istologia, derivanti dalla 
rimozione chirurgica del MCT o da biopsie delle masse, questi sono stati fissati in 
formalina al 10% tamponata a pH 7,2, inclusi in paraffina, sezionati a 4 µm e 
colorati con ematossilina eosina e blu di toluidina. Il grado istologico è stato 
determinato, nei mastocitomi cutanei, secondo il metodo suggerito da Patnaik 
(Patnaik et al., 1984). 
 
Immunoistochimica. Ulteriori sezioni istologiche sono state deparaffinate (2 bagni 
in Solvent Plus per 15 minuti) e reidratate in alcooli a concentrazione decrescente 
(3 minuti ogni bagno). Si è proceduti all’ inibizione delle perossidasi endogene 
(perossido di idrogeno al 3% in metanolo per 30 minuti), alla riesposizione 
antigenica (2 cicli di 5 minuti in forno a microonde a 750 Watt in tampone citrato 
pH 6 e raffreddamento a temperatura ambiente per 20 minuti), all’incubazione in 
camera umida con anticorpo policlonale di coniglio anti-CD117 umano (Dako; 
Dakopatts, Glostrup, Denmark) diluito 1:100 in PBS e 1% di BSA overnight a 4°C. 
Dopo due lavaggi (TRIS per 5 minuti) è stata eseguita l’incubazione con anticorpo 
secondario (IgG anti-rabbit biotinilato per 15 minuti); seguivano due lavaggi 
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(TRIS per 5 minuti), l’incubazione con il complesso streptoavidina-perossidasi (15 
minuti), due lavaggi (TRIS per 5 minuti) e la rivelazione in diaminobenzidina 
0,04%  per 10 minuti. Dopo un ultimo lavaggio in TRIS (5 minuti) ed uno in acqua 
distillata (5 minuti) i preparati sono stati contrastati con ematossilina di 
Papanicolau e montati in DPX. 
 
Valutazione della immunopositività. Nei preparati citologici e istologici la 
positività alla immunocolorazione per CD117 è stata valutata secondo i canoni 
proposti da Kiupel (Kiupel et al., 2004) e Webster (Webster et al. 2006). Nello 
specifico questi autori individuano 3 diversi pattern di colorazione delle cellule 
tumorali: il primo (KIT pattern I) caratterizzato da una positività immunologica al 
recettore KIT localizzata esclusivamente a livello di membrana, il secondo (KIT 
pattern II) rappresentato da una positività al CD117 presente a livello 
citoplasmatico con una disposizione granuleggiante o come singolo “dot” in 
posizione paranucleare ed il terzo (KIT pattern III) identificabile per la positività 
diffusa a tutto il citoplasma (Figura 37). 
 
Analisi statistica. La concordanza tra l’immunocitochimica e l’immunoistochimica 
nel dimostrare l’espressione del KIT pattern è stata quantificata con il test del 
Kappa Pesato di Cohen. La concordanza è stata calcolata considerando il KIT 
pattern I, II e III come categorie separate. La concordanza è stata considerata 
ottima per k compreso tra 0,81 e 1,00, buona per k compreso tra 0,61 e 0,80, 
moderata per k compreso tra 0,41 e 0,60 e scarsa per k al di sotto di 0,40. E’ stato 
utilizzato il coefficiente di correlazione Spearman per studiare la relazione tra la 
differenziazione citologica ed il grado istologico. L’analisi statistica è stata 
effettuata con GraphPad Prism version 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). 
La significatività è stata fissata a P<0.05.  
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Figura 37: Kit pattern in immunocitochimica ed immunoistochimica (Ob. 100x): 
a) KIT pattern 1 in immunocitochimica b) KIT pattern 1 in immunoistochimica 
c) KIT pattern 2 in immunocitochimica d) KIT pattern 2 in immunoistochimica 
e) KIT pattern 3 in immunocitochimica f)  KIT pattern 3 in immunoistochimica 
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5.3 Risultati 
 
Pazienti. Dei 49 mastocitomi indagati tramite la metodica immunocitochimica, 46 
erano di cane e 3 erano di gatto. 
L’età dei cani affetti da questo tumore variava dai 4 ai 15 anni, con una mediana di 
9 anni, quella dei gatti variava dagli 8 ai 10 anni, con una mediana di 9 anni. L’età 
di 2 cani e di 1 gatto era sconosciuta. 
Ventidue cani erano maschi (47,82%), di cui 6 castrati (27,27%) e 22 erano 
femmine (47,82%), di cui 11 sterilizzate (50%). I gatti erano rispettivamente 2 
maschi (66,66%) ed una femmina (33,33%). In 2 cani il sesso non era stato 
riportato. 
Ventuno dei  46 cani affetti da mastocitoma erano meticci (45,66%), 9 boxer 
(19,57%), 3 labrador retriever (6,5%), 2 breton (4,36%), 2 pechinesi (4,36%), 2 
sharpei (4,36%), 1 beagle (2,17%), 1 carlino (2,17%), 1 golden retriever  (2,17%), 
1 maltese (2,17%), 1 setter inglese (2,17%), 1 siberian husky (2,17%) ed 1 
yorkshire terrier (2,17%). Tutti e 3 i gatti erano dei comuni europei. 
Le masse neoplastiche erano localizzate in 20 cani su un arto (43,48%), in 5 su un 
orecchio (10,87%), in 4 nella regione mammaria (8,70%), in 4 nella regione 
perineale (8,70%), in 3 sul fianco (6,52%), in 2 sul collo (4,35%), in 1 sulla coda 
(2,17%), in 1 a livello di laringe (2,17%), in 1 sul prepuzio (2,17%), in 1 sulla 
schiena (2,17%) ed in 1 sul viso (2,17%). In 3 casi di mastocitoma cutaneo canino 
(6,52%) la localizzazione della massa non era indicata. Nei tre gatti, 2 mastocitomi 
erano presenti a livello del viso (66,66%) ed uno era splenico (33,33%). 
 
Istologia ed immunoistochimica. Erano presenti 27 campioni istologici delle 
lesioni analizzate, di cui 26 canini ed 1 felino. Basandosi sul grado istologico 
proposto da Patnaik (Patnaik et al., 1984), 7 mastocitomi cutanei canini sono stati 
classificati come grado istologico I (26,92%), 11 come grado istologico II 
(42,31%) e 8 come grado istologico III (30,77%). La colorazione 
immunoistochimica per l’evidenziazione del recettore KIT ha dimostrato 
un’intensa colorazione di membrana (KIT pattern I) in 6 casi (23,08%). In 8 casi 
(30,77%) era presente una positività di tipo granuleggiante o concentrata in un 
unico “dot” paranucleare a livello citoplasmatico (KIT pattern II), mentre in 12 
casi (46,15%) era presente una positività intensa e diffusa a tutto il citoplasma 
(KIT pattern III).  
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Il mastocitoma cutaneo felino era di grado II e la colorazione immunoistochimica 
lo ha identificato come KIT pattern III. 
 
Immunocitochimica. Per ogni caso sul quale è stata testata la reazione al recettore 
KIT sono stati colorati da 1 a 4 vetri. La colorazione immunocitochimica ha fornito 
risultati soddisfacenti in 45 casi (91,84%), 43 di cane (93,48%) e 2 di gatto 
(66,66%), mentre in 3 casi (6,52%) di cane e 1 di gatto (33,33%),  non è stato 
possibile ottenere una reazione valutabile. Nel corso della nostra indagine su questi 
casi non è stato possibile risalire con certezza alla causa della mancata reazione 
della tecnica, tuttavia è stato possibile ipotizzarla per 2 preparati: uno striscio già 
fissato in acetone era stato contaminato con formalina, l’altro apparteneva ad un 
mastocitoma fortemente indifferenziato che verosimilmente avrebbe potuto non 
esprimere affatto il recettore. 
Nove mastocitomi canini presentavano KIT pattern 1 (20,93%), 24 KIT pattern 2 
(55,81%) e 10 KIT pattern 3 (23,26%).  Entrambi i mastocitomi felini reattivi 
presentavano KIT pattern II. 
 
Tabella 17: Pattern di espressione del recettore KIT nei preparati di cane e gatto 
 Cane Gatto 
KIT pattern I 9 0 
KIT pattern II 24 0 
KIT pattern III 10 2 
Non reattivo 3 1 
TOTALE 46 3 
 
Nei campioni citologici il numero di cellule utili per la valutazione del KIT variava 
a seconda della qualità degli strisci. Se le cellule erano state danneggiate da uno 
striscio troppo energico, i mastociti si presentavano come nuclei nudi circondati 
dal citoplasma sparso sul fondo del vetro. In queste cellule non è stato possibile 
valutare il KIT pattern. Al contrario, dove lo striscio era rimasto troppo spesso, la 
presenza di cluster cellulari impediva la penetrazione dell’anticorpo nelle porzioni 
interne dell’ammasso stesso, rendendo le cellule centrali negative. Tutti i casi in 
cui è stata espressa la valutazione del KIT pattern presentavano, tuttavia, almeno 
una zona con un numero sufficiente di cellule valutabili. 
Sono stati allestiti dei controlli positivi tramite impronta da pezzi ottenuti dalla 
resezione chirurgica di mastocitomi canini. Tali controlli sono stati fissati in 
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acetone a 4°C come già descritto, ed hanno mantenuto la loro immunoreattività per 
8 mesi quando conservati a 4°C, per 4 settimane quando conservati a temperatura 
ambiente. Sono stati effettuati vari tentativi al fine di recuperare la positività 
immunocitochimica in preparati già contrastati con May-Grünwald – Giemsa, ma 
sono stati ottenuti solo risultati parziali non soddisfacenti, in termini di qualità, al 
fine di valutare il KIT pattern. 
 
Comparazione tra immunocitochimica ed immunoistochimica. Laddove era 
pervenuto anche il campione di tessuto per fini istologici, è stata effettuata una 
comparazione diretta tra la tecnica immunocitochimica e quella 
immunoistochimica per valutare la sovrapponibilità dei risultati ottenuti. E’ stato 
possibile eseguire questo confronto su 27 casi, di cui 26 di cane ed 1 di gatto. In 
uno studio da noi realizzato proprio su questo argomento (Cesari et al., 2008) è 
stata analizzata la concordanza tra le due tecniche ed il test statistico del k di 
Cohen, applicato ad un pool di 25 mastocitomi cutanei canini, ha messo il luce che 
la concordanza tra immunocitochimica ed immunoistochimica, al momento di 
valutare il KIT pattern, è di tipo moderato (k=0.51, CI=95%: 0,18 -0,74), tuttavia è 
stato possibile dimostrare come le due tecniche raggiungano una maggiore sintonia 
nel momento in cui debbano dimostrare solo la delocalizzazione dell’espressione 
del KIT (k=0,75: concordanza buona, CI 95%: 0,42 – 1,08).  
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Tabella 18: Risultati dell’applicazione delle tecniche immunoistochimica ed 
immunocitochimica a 25 campioni di mastocitoma cutaneo canino per la 
valutazione del KIT pattern (Cesari et al., 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparazione tra citologia ed istologia. Nei casi in cui era presente anche il 
campione per l’istologia si è provveduto ad effettuare anche una comparazione tra 
il grado di differenziazione citologica ed il grado istologico dei mastocitomi. Si è 
così notata una correlazione positiva tra questi due aspetti nei mastocitomi 
esaminati (r=0,62, CI 95%: 0,28 – 0,82, p<0,01). 
n° caso ImmunoIstochimica ImmunoCitochimica 
1 1 1 
2 1 1 
3 1 1 
4 1 1 
5 1 2 
6 2 2 
7 2 2 
8 2 2 
9 2 2 
10 2 2 
11 2 2 
12 2 2 
13 2 3 
14 3 3 
15 3 3 
16 3 3 
17 3 3 
18 3 3 
19 3 1 
20 3 2 
21 3 2 
22 3 2 
23 3 2 
24 3 2 
25 3 2 
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5.4 Discussione 
 
Numerosi lavori (Gil da Costa et al., 2007; Kiupel et al., 2004; Preziosi  et al., 
2004; Reguera et al., 2000; Webster et al., 2006, 2007, 2008) correlano 
strettamente l’espressione aberrante del recettore KIT  (CD117) al comportamento 
biologico del mastocitoma ed alla sua risposta alla chemioterapia con farmaci a 
bersaglio molecolare. 
La nostra esperienza di indagine della reattività di questo recettore ad attività 
tirosinchinasica ha dimostrato che l’immunocitochimica è uno strumento 
estremamente efficace per dimostrare la presenza di questo antigene: in circa il 
95% dei casi a noi pervenuti è stato possibile documentare la positività al KIT 
delle cellule neoplastiche. 
E’ stato effettuato un lavoro in parallelo con l’immunoistochimica su 25 casi di 
mastocitoma cutaneo canino (Cesari et al., 2008) che ha permesso di valutare la 
concordanza tra le due tecniche per quanto riguarda la valutazione del KIT pattern 
e la delocalizzazione del segnale. Questo lavoro ha permesso di evidenziare come 
la concordanza tra le due tecniche sia moderata sulla valutazione del KIT pattern e 
come sia buona sulla valutazione della delocalizzazione. Sono stati indagati i 
motivi di tali discrepanze e sono state messe in luce alcune delle possibili cause di 
divergenza tra le due tecniche: 
 
Immunoistochimica: 
- il coartamento delle cellule dovuto ad una fissazione non ottimale riduce l’area 
citoplasmatica addensando la positività in esso contenuta. Questo può portare ad 
un errore di valutazione con una sovrastima del KIT pattern; 
- una sezione eccessivamente spessa può causare la sovrapposizione di più piani 
di cellule positive causando ancora una sovrastima del KIT pattern; 
- tempi di fissazione eccessivamente lunghi in formalina portano ad una 
alterazione dell’immunoreattività dei preparati, causando potenzialmente una 
sottoespressione, e quindi una sottostima, della positività immunoistochimica del 
recettore KIT 
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Immunocitochimica: 
- i  preparati immunocitochimici presentano maggiori difficoltà di lettura, 
soprattutto per quanto riguarda l’interpretazione delle positività “border line” che 
tendono quindi a venir giudicate in base a criteri soggettivi; 
- la tecnica immunocitochimica vede la presenza di un maggior numero di 
preparati non reattivi o non valutabili legati a: 
o errori durante la fissazione (tipi e temperature di fissativo errati o tempi 
di fissazione non ottimali); 
o errori nello stoccaggio del materiale citologico (campioni fissati e/o non 
fissati mantenuti a temperatura ambiente per tempi eccessivi) e 
contaminazioni (stoccaggio dei preparati in ambienti polverosi o a 
contatto con possibili contaminanti, es: formalina post-fissazione); 
o errori nell’allestimento dello striscio (ammassi cellulari troppo fitti 
qualora lo striscio non sia stato adeguatamente “steso” o cellule rotte nel 
caso in cui lo striscio sia stato effettuato in modo troppo energico); 
o assenza di cellule diagnostiche nel preparato; 
o presenza di artefatti (es: contaminazione di gel da ecografia, talco 
proveniente dai guanti ed altri materiali che possono interferire col 
funzionamento degli anticorpi). E’ da notare come gli artefatti possano 
presentarsi casualmente anche nei preparati immunoistochimici, tuttavia 
la tecnica istologica gode di indubbi vantaggi rispetto al corrispettivo 
citologico in quanto ha la possibilità di valutare preventivamente, tramite 
una colorazione ematossilina-eosina, le qualità della sezione che si andrà 
a testare (il che permette di non sprecare anticorpi). In istologia è inoltre 
possibile riorientare un pezzo qualora si scopra che la suddetta sezione 
non sia adeguata per un qualunque motivo, ed infine: 
o la citologia lavora nell’impossibilità di avere il campione infinito su cui 
ripetere l’esame. Mentre l’istologia, grazie all’inclusione, si ritrova a 
disposizione un pool virtualmente infinito (almeno per quanto concerne 
l’indagine diagnostica) di sezioni su cui lavorare, la citologia, nel 
migliore dei casi, opera con un lieve margine di eccesso di allestimenti 
iniziali (che sarebbe sempre necessario, in quanto un preparato potrebbe 
risultare inadeguato a causa di uno dei sopra menzionati motivi). Molto 
più spesso però i vetri su cui applicare gli anticorpi sono appena 
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sufficienti o addirittura insufficienti per testare l’intero panello 
anticorpale, costringendo il patologo a dover scegliere a quali possibili 
indicazioni diagnostiche rinunciare. 
 
La colorazione di contrasto con May-Grünwald – Giemsa modificato, impiegata al 
fine di ottenere una colorazione di contrasto più leggera rispetto a  quella fornita 
dalla colorazione standard, ha permesso una buona valutazione della morfologia 
cellulare consentendo allo stesso tempo una valutazione ottimale 
dell’immunopositività. 
 
 
5.5 Conclusioni 
 
Il comportamento biologico del MCT nel cane è stato correlato in vari studi a 
grado istologico, differenziazione, quantità di AgNOR, stadio clinico (Preziosi et 
al., 2004) ed attività proliferativa (Webster et al., 2007). E’ stato dimostrato come 
nei mastocitomi il recettore KIT sia spesso sovraespresso, con comparsa di 
positività anche a livello di citoplasma e zone paranucleari (Preziosi et al., 2004) e 
come tale delocalizzazione del segnale abbia un significato prognostico 
sfavorevole (Gil da Costa et al., 2007; Preziosi et al., 2004; Webster et al., 2007). È 
stato inoltre rilevato che la comparsa di intensa positività citoplasmica è correlata a 
mutazioni attivanti del proto-oncogene c-kit (Webster et al., 2006, 2007), il che fa 
considerare tali casi come canditati ottimali per la terapia a bersaglio molecolare 
con farmaci inibitori delle tirosin-chinasi (London et al., 2003).  
Nei casi testati è stato possibile verificare una buona corrispondenza fra 
immunocitochimica ed immunoistochimica che hanno mostrato risultati 
abbastanza sovrapponibili nella dimostrazione della delocalizzazione del recettore. 
Non esistono ancora in bibliografia dei lavori che attestino quale di queste due 
tecniche sia la più efficace nel rappresentare concretamente il comportamento di 
tale tipo di neoplasia, per cui saranno necessari degli studi corredati di andamento 
della malattia e sopravvivenza al fine di attribuire il titolo di metodica di 
riferimento ad una delle due. 
La rivelazione del KIT pattern su preparati citologici potrebbe pertanto permettere 
di ottenere in tempi rapidi utili informazioni prognostiche su campioni prelevati in 
modo non invasivo già prima della chirurgia o in fase di stadiazione, permettendo 
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così di impostare precocemente i più adeguati interventi terapeutici. Nei casi in cui 
la sola chirurgia non possa essere risolutiva (recidive, diffusione metastatica, forme 
viscerali) potrebbe dare inoltre utili indicazioni sull’opportunità del trattamento 
con farmaci antitirosinchinasici. 
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